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INLEIDEND LITERATUUROVP RZICIIT 
1 MAKROFAGEN 
1 1 Inleiding 
Roods aan he t begin van deze eeuw w e r d het belang aangetoond \ an fago-
c y t e r e n d e ce l len bij het v e r w e e r tegen b a k t e n ö l e in f tk l ies De R u s s i s c h e 
zooloog Metchmkoff b e s c h r e e f een g r o e p cel len die aanwezig zijn bij a l le 
m e t a z o a en die g r o t e n d e e l s ve r an twoorde l i j k zijn voor de a fweer van het o r -
g a n i s m e tegen aanva l l en van bui ten af (Metchnkoff , 1901) W e l i s w a a r w a r e n 
e r al e e r d e r fagocy te rende ce l len b e s c h r e v e n , m a a r Metchmkoff toonde voor 
he t e e r s t de b io log i sche be teken i s h i e rvan aan . In p roeven over de opname 
van k l e u r s t o f p a r t i k e l s , e r y t h r o c y t e n en h a k t e n e n door fagocy te rende ce l l en 
bij een g roo t aan ta l d i e r s o o r t e n , van sponsen en z e e s t e r r e n tot en m e t de 
zoogd ie ren , werd door hem de funktionele iden t i t e i t van deze ce l len a a n g e -
toond Hij noemde ze makro fagen om ze te o n d e r s c h e i d e n van de k l e i n e r e 
c i r k u l e r e n d e leukocyten of m i k r o f a g t n , die nu po lymor fonuk lea i r e leukocyten 
worden genoemd In v e r s c h i l l e n d e r e c e n t e o\ e r z i c h t s a r t i k e l e n w o rd t u i tvoer ig 
de ontwikkeling van de kennis op dit t e r r e i n b e b c h r e v e n ( P e a r s a l l and W e i s e r , 
1970, V e r n o n - R o b e r t s , 1972, C a r r , 1973) 
Aschoff voe rde de t e r m r e t i k u l o - e n d o t h e l i a a l s y s t e e m in om d a a r m e e al le 
ce l l en aan te geven die de kapac i t e i t bez i t t en om vi ta le k leurs to f fen op te n e -
men Men nam aan dat deze ce l l en dee lnamen aan de vo rming van het " r e t i -
ku lum" van de l y m f e k l i e r e n en de mi l t (het bui ten de s i n u s s e n ge legen v a s t e 
m e r g ) en dat ze het endotheel v o r m d e n van de b loed- en l y m f e s i n u s s e n . Door 
Aschoff w e r d e n de v i ta le k leu r s to f opnemende cel len ingedeeld in zes g r o e p e n 
m e t toenemende kapac i t e i t (Aschoff, 1924) 
Tot voor k o r t w e r d e n de mononuk lea i r e fagocyten, w a a r m e e bedoeld 
worden de makro fagen in de w e e f s e l s , de monocyten in het p e r i f e r e bloed on 
hun v o o r l o p e r s m het b e e n m e r g ( p r o m o n o c y t e n en monob las ten ) , i nde rdaad 
beschouwd a l s een onde rdee l van het r e t i k u l o - e n d o t h e l i a l e s y s t e e m In 1970 
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werd ech to r door Langevoor t en a n d e r e n ge s t e ld dat e r geen R E . S b e s t a a t 
Volgens de k r i t e n a van Aschoff zelf b e s t a a t een s y s t e e m uit ce l l en m e t d e -
zelfde o o r s p r o n g , morfo log ie en funktie Het R E S van Aschoff bevat te 
e c h t e r behalve de m o n o n u k l e a i r e fagocyten die a f s t a m m e n van de h a e m o -
po ie t i sche s t a m c e l l e n , ook ce l l en van a n d e r e o o r s p r o n g , name l i j k r e t i k u l u m -
cel len , d e n d r i e t c e l l e n , f ib rob las ten en endo thee lce l l en die van het m e s e n c h y m 
afkomst ig zijn Ook de morfo log ie van deze ce l l en is v e r s c h i l l e n d , a l s m e d e 
hun funktie (van F ü r t h , 1974) D a a r o m w e r d v o o r g e s t e l d v o o r t a a n de b e n a -
ming m o n o n u k l e a i r e fagocyten s y s t e e m te geb ru iken Tabel 1 geeft de inde -
ling van het mononuk lea i r e fagocyten s y s t e e m , ontleend aan van F ü r t h (1974) 
De m o n o n u k l e a i r e fagocyten komen dus v o o r t uit de h a e m o p o i e t i s c h e s t a m -
ce l len en ontwikkelen z ich nog in het b e e n m e r g tot sne l delende p r o m o n o c y t e n 
en d a a r n a tot c i r k u l e r e n d e b loedmonocyten 
Nog s t eeds v e r s c h i j n e n e r medede l ingen ove r de mogel i jkhe id da t s o m m i -
ge makro fagen onts taan uit v o o r l o p e r s m e t de morfo log ie van lymfocyten . Als 
dit al ooit g e b e u r t onder n o r m a l e fys io logische oms tand igheden , dan nog 
blijft he t een m i n i m a l e b i jd rage aan de v o r m i n g van de to ta le v o o r r a a d m a -
krofagen in het l i c h a a m ( V e r n o n - R o b e r t s , 1969, P e a r s a l l en W e i s e r , 1970) 
Of r i jpe makro fagen nog wel tot deling in s t aa t zijn, is ook nog s t e e d s een 
twis tpunt (Nelson, 1 969, van F ü r t h et al , 1973) 
De m e e s t opval lende e igenschap van makro fagen is dat ze tot s t e r k e fago-
cy tose in s t aa t zijn H i e r v o o r bez i t t en ze een z e e r akt ievc c e l m e m b r a a n , die 
me t behulp van f a s e n k o n t r a s t m i k r o s k o p i e aan levende ce l l en te zien is a l s 
bewegend h y a l o p l a s m a of " ru f f l e s " en op e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e opnamen 
a l s fi lopodia V e r d e r zijn ze beweegl i jk , m a a r n ie t zo sne l a ls po lymor fo -
n u k l e a i r e l eukocyten . Een k e n m e r k e n d e e i g e n s c h a p i s ook he t hoge geha l t e 
aan l y s o s o m e n . Deze zijn z e k e r van belang bij de a fbraak van opgenomen 
m a t e r i a a l , m a a r v o r m e n geen voldoende v e r k l a r i n g voor de w a a r g e n o m e n 
sne l le i n t r a c e l l u l a i r e a fbraak van m i k r o - o r g a m s m c n (Nelson, 1972). D a a r o m 
n e e m t men aan da t e r z ich m e e r d e r e m i k r o b i c i d e stoffen in de ce l l en bevinden 
b i jvoorbee ld w a t e r s t o f p e r o x i d e (S tosse l , 1974 b) en supe rox ide (Karnovsky , 
1974, Dra th and Karnovsky , 1975) 
1 2 Funk t i e s van de makro fagen 
Makrofagen n e m e n op een g roo t aan ta l m a n i e r e n dee l aan de ve rded ig ing 
van het o r g a n i s m e Ze v e r w i j d e r e n e e l r e s t e n gedu rende mvolu t ie en h e r s t e l 
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Tabel 1 
Indeling \ an he t mononuk lea i r e fagocyten s y s t e e m 
(ont leend aan van F ü r t h , 1974) 
Cel len 
S t a m c e l 
Monoblas ten 
P r o m o n o c y t e n 
Monocyten 
Makrofagen 
Loka l iba t i e 
B e e n m e r g 
B e e n m e r g 
B e e n m e r g 
B e e n m e r g χ p e r i f e r e bloed 
Weefse l s 
b indweefse l (h i s t iocyten) 
l e v e r (Kupffer ce l len) 
long ( a lvéo la i r e makrofagen) 
l y m p h e k l i e r e n (vr i je en ge f ixee rde 
makrofagen) 
b e e n m e r g (makrofagen) 
s é r e u s e ho l tes (p l eu ra l e en p e r i t o n e a l e 
makrofagen) 
botVOefsel (Osteoklas ten) 
zenuwweefse l (m ik rog l i a ce l len) 
van w e e f s e l s en v e r n i e t i g e n m i k r o - o r g a n i s m e n door fagocytose Ze doen dit 
vaak a l s dee l van een g e o r g a n i s e e r d e x t r a v a s c u l a i r a g g r e g a a t van o n t s t e -
k ingsce l l en of g r anu loom V e r d e r kunnen makro fagen ant igenen opnemen en 
v e r w e r k e n Bovendien zijn ze in s t aa t om ce l len die afwijken in an t igene 
e igenschappen , b i ivoorbee ld t u m o r c e l l e n , te doden E r zijn v e r s c h i l l e n d e 
stoffen die v o o r a l door makro fagen worden g e v o r m d en u i tgesche iden , b i j -
voo rbee ld l y sozym, i n t e r f e r o n en pyrogeen Voor r e c e n t e ove rz i ch t en van 
l i t e r a t u u r over de fagocytose ve rwi j zen wij n a a r C a r r (1973) en S to s se l 
(1974 a, b , c) 
Over de opname van an t igenen door makro fagen en de v e r w e r k i n g tot 
i m m u n o l o g i s c h ak t ieve produkten zijn vee l gegevens voorhanden (zie o v e r -
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z ichtsar t ik i- l \ an Nelson, 1969) Niet ,ιΐΐο i m m u n o l o g i s c h e r c d k t i e s zijn e c h ­
t e r van de aanv. ι. zight id \ an m a k r o f a g e n afhankeli jk Lymfocytcn kunnen 
namel i jk m i t s o m m i g e ant igenen d i r e k t r e a g t r e n z o n d e r t u s s e n k o m s t van 
m a k r o f a g e n (Mandel et al, 1969) Na de opname \ an ant igeen d o o r de m a k r o -
faag wordt het gedee l te l i jk a fgebroken Een a n d e r deel blijft e c h t e r lange 
tijd a c h t e r in de ce l in een b i j zonder s t e r k i m m u n o g e n e \ o r m (Unanue et al, 
1969) In het geval dat ant igenen door m a k r o f a g e n w o r d e n opgenomen en h i e r ­
na door lymfocyten antistoffen tegen de ant igenen w o r d e n g e v o r m d , m o e t e r 
wel een of ande re i n t e r a k t i e t u s s e n be ide ce l typen hebben p l a a t s g e v o n d e n 
De i n t e r a k t i e zou zowel via o p l o s b a r e f a c t o r e n a l s door d i r e k t kontakt kunnen 
p l a a t s \ inden In v i t r o zijn e r w-el c t s sociat ies van lymfocyten en m a k r o f a g e n 
w a a r g e n o m e n ( B c r r n a n , 1966, Smith en Goldman, 1970) Men zag lymfocyten 
rond m a k r o f a g e n bewegen en e r c y t o p l a s m a t i s c h e u i t s t e e k s e l s in duwen Dit 
kan men u i t s tekend w a a r n e m e n m e t behulp van " l ime l a p s e " fotografie \ an 
levende ce l len o n d e r f a s e k o n t r a s t Over de b i o c h e m i s c h e mterakt ie-s t u s s e n 
lymfocyt e'n m a k r o f a a g bij de s y n t h e s e van antistoffen is vee l m i n d e r bekend 
Men heeft aanvankel i jk wel g e m e e n d dat het mogel i jk was om uit m a k r o f a g e n 
die in kontakt w a r e n g e b r a c h t met ant igeen, RNA te i s o l e r e n dat lymfocyten 
in v i t r o zou kunnen a a n z e t t e n tot de v o r m i n g van speci f ieke antistoffen 
( F i s h m a n , 1961, Bi shop et al, 1967) L a t e r e o n d e r z o e k i n g e n m a a k t e n a a n ­
nemel i jk dat het h i e r b i j om een l a b o r a t o r i u m a r t e f a k t g a a t Waarschi jn l i jk 
is het zo dat de enige funktie van de m a k r o f a g e n h i e r b i j i s , het ant igeen in 
g e k o n c e n t r e c rde v o r m aan de lymfocyten aan te b ieden (Bona et al, 1973) 
Over de rol van de m a k r o f a a g bij de ontwikkeling en e x p r e s s i e van de 
ce l lu la i re i m m u n i t e i t v e r s c h e n e n o v e r z i c h t e n van o n d e r a n d e r e n M a c k a n e s s 
(1970 a), N e l s o n (1972) en V e r n o n - R o b e r t s (1972) Voora l de e x p e r i m e n t e l e 
infektie m e t L i s t e r i a m o n o c y t o g e n e s bij de m u i s b leek een u i t s t e k e n d m o d e l 
te zijn dat vee l kennis op dit t e r r e i n heeft o p g e l e v e r d ( M a c k a n e s s , 1970 a, b) 
Na een s u b l e t a l e d o s i s van d e z e b a k t e r i ë n w e r d e n de mu izen r e s i s t e n t tegen 
vee l g r o t e r e d o s e s , zelfs tegen een dos i s van 100 L D . Q P e r i t o n e a l e m a k r o -
fagen van de r e s i s t e n t e mu izen bleken in v i t r o ook r e s i s t e n t te zijn tegen 
infektie me t L i s t e r i a . De r e s i s t e n t i e nam na v e r l o o p van tijd w e e r af. Deze 
c e l l u l a i r e i m m u n i t e i t w e r d niet ontwikkeld na i m m u n i s a t i e van muizen m e t 
gedode b a k t e n e c e l l e n , evenmin na p a s s i e v e i m m u n i s a t i e m e t s e r u m dat an t i -
stoffen tegen L i s t e r i a beva t t e Het m e e s t opval lend bij de v e r k r e g e n ce l lu -
l a i r e w e e r s t a n d is dat de e x p r e s s i e e r v a n aspec i f i ek is De muizen b leken 
namel i jk ook r e s i s t e n t te zijn tegen infektie m e t to t aa l n ie t v e r w a n t e 
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m i k r o - o r g a n i s m e n , zoa ls B r u c e l l a a b o r t u s en BCG (Baci l le C a l m e t t e - G u é r i n ) 
Ook muizen die p r i m a i r me t deze o r g a n i s m e n of me t Sa lmone l l a t y p h i m u r i u m 
of Toxop la sma gondii w a r e n gei 'nfekteerd, en muizen die "graf t v e r s u s hos t ' 
r e a k t i e s ve r toonden , b leken in al le geva l len makro fagen te bez i t t en m e t een 
ve rhoogde aspec i f i eke m i k r o b i c i d e kapac i t e i t Deze makro fagen worden 
m e e s t a l "geaktiv e e r d e " makro fagen genoemd 
1 3 Akt iva t ie van makro fagen 
G e a k t i v e e r d e makro fagen hebben een ve rhoogde kapac i t e i t om i n t r a c e l l u -
l a i r g r o e i e n d e m i k r o - o r g a n i s m e n te doden D a a r n a a s t zijn e r nog een aan ta l 
a n d e r e e igenschappen , v .aar in ze v e r s c h i l l e n van n o r m a l e makro fagen ze 
hechten s n e l l e r aan g las en p l a s t i c opperv lakken en s p r e i d e n zich snel uit 
Ze zien e r g r o t e r uit dan n o r m a a l en men z ie t me t een f a s e n k o n t r a s t m i k r o s -
koop m e e r m i t o c h o n d r i a en g r a n u l e s , die waa r sch i jn l i j k g r o t e n d e e l s l y s o s o -
men zijn Deze e igenschappen heeft men w a a r g e n o m e n bij ce l l en van muizen 
die me t BCG en L i s t e r i a w a r e n g e l ' m m u n i s e e r d De sne lhe id w a a r m e e deze 
makro fagen i n e r t e p a r t i k e l s , zoa l s p o l y s t y r e e n bo l l e t j e s , opnemen is v e r -
g roo t , en ook het to ta le aan ta l p a r t i k e l s dat ze kunnen opnemen (Nelson, 
1972) 
E l e k t r o n c n m i k r o s k o p i s c h z ie t men in g e a k t i v e e r d e makro fagen een u i tge -
b r e i d e r Golgi a p p a r a a t , m e e r l y s o s o m e n , een g e h y d r a t e e r d c y t o p l a s m a en 
een g r o t e r aan ta l v r i j e r i b o s o m e n 
De g e a k t i v e e r d e makro fagen zijn n ie t a l l een b e t e r m s t aa t om b a k t e r i ë n 
op te nemen en te doden, ook s c h i m m e l s (Gent ry en Remington , 1971) en 
i n t r a c e l l u l a i r levende p r o t o z o a zoa l s L e i s h m a n i a e n r i e t t i i (Mauel , 1974) 
worden door deze ce l l en ef f ic iënter b e s t r e d e n Ook zijn g e a k t i v e e r d e m a k r o -
fagen b e t e r in s t a a t om t u m o r c e l l e n te doden ( H o l t e r m a n n et a l , 1973, Hibbs 
et a l , 1972, Yang en Nowotny, 1974, Krahenbuh l en Remington , 1974) Hoe 
de ak t iva t ie van de makro fagen tot s tand komt , is m i n d e r goed bekend E r 
zijn aanwi jz ingen dat de invloed van een s t i m u l u s op T- lymfocy ten nodig іь 
(Nathan et al, 1973, P e t i t en Unanue, 1974) E r is dan een speci f iek en een 
a s p e c i f i e k dee l van de r e a k t i e De s t i m u l a t i e van de T - c e l l e n is speci f iek 
Bij h e r h a a l d e aanbieding van de s t i m u l u s r e a g e r e n ze ook s n e l l e r en h e v i g e r 
De r e a k t i e van de m a k r o f a g e n is a spec i f i ek ze r e a g e r e n n ie t a l l een h e v i g e r 
op het a n t i g e e n of het o r g a n i s m e dat de a k t i v a t i e v e r o o r z a a k t e , m a a r ook 
t e g e n v o l s t r e k t m e t v e r w a n t e o r g a n i s m e n 
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Men kan ak t iva t ie van makrofagen ook in v i t r o opwekken. Dit kan a s p e c i -
fiek, door toevoegen van endotoxinen of a n d e r e b a k t e n e l e p roduk ten in het 
kweekmed ium Deze stoffen w e r k e n dan r e c h t s t r e e k s op de makro fagen Spe-
cifieke ak t iva t i e van makro fagen v e r k r i j g t men door de ce l l en te inkuberen 
me t T- lymfocyten en een ant igeen w a a r v o o r de lymfocyten g e s e n s i b i l i s e e r d 
zijn, of door de s u p e r n a t a n t van een kweek van g e s e n s i b i l i s e e r d e T - c e l l e n 
me t ant igeen aan makro fagen toe te voegen (Sheagren en Hahn, 1974) E r 
zijn aanwi jz ingen dat de T - c e l l e n hun invloed op de makro fagen ui toefenen 
via lymfokmen De faktor die voor dit effekt v e r a n t w o o r d e l i j k i s , is w a a r -
schi jnl i jk ident iek aan MIF ( " m i g r a t i o n inhibit ion f ac to r " ) (Nathan et al , 1973) 
1 4 De ro l van de makrofaag t i jdens v i r u s i n f c k t i e s 
Dat de makro fagen een r o l spe len bij de Pa thogenese en de afweer bij 
v i r u s m f e k t i e s is pas r e l a t i e f l aa t bekend geworden In het o v e r z i c h t van 
Mims (1964) word t de v r o e g s t e kennis op dit t e r r e i n s a m e n g e v a t F e n n e r 
(1948) s te lde r e e d s dat bi j mu izen m e t e c t r o m e l i a (muizepokken) infektie he t 
v i r u s uit de b l o e d s t r o o m word t opgenomen door makro fagen in de l e v e r en 
mi l t en drit deze o r g a n e n d a a r d o o r w o r d e n gei 'nfekteerd F l o r m a n en E n d e r s 
(1942) wezen e rop ,da t monocyten gemakke l i jk v a c c m i a v i r u s door he t l i c h a a m 
kunnen t r a n s p o r t e r e n , o m d a t ze door dit v i r u s kunnen w o r d e n gei 'nfekteerd en 
zich v r i j door de wee f se l s kunnen bewegen Nadien is het m e d e door t o e p a s -
sing van de i m m u n o f l u o r e s c e n t i e t e c h m e k mogel i jk geworden om een nauw-
keur ig beeld te k r i j gen van de Pa thogenese van v i r u s m f e k t i e s , omdat men 
kon z ien welke ce l l en e r w a r e n gei 'nfekteerd F r a a i e r e s u l t a t e n w e r d e n v e r -
k r e g e n m e t p o k v i r u s s e n omdat deze me t i m m u n o f l u o r e s c e n t i e gemakke l i j k 
w a a r n e e m b a a r w a r e n ( M i m s , 1964). 
Omdat de makro fagen o v e r a l v e r s p r e i d in he t l i c h a a m v o o r k o m e n en de 
b e l a n g r i j k s t e l i chaamsv loe i s to f f en en wee f se lho l t e s bewaken, komen ze a l 
k o r t na he t begin van de mfekt ie me t he t v i r u s in kontakt Zo kunnen v i r u s s e n 
die in het bloed t e r e c h t k o m e n , vanaf de p r i m a i r e p l aa t s van v e r m e n i g v u l d i -
ging of door injekt ie in de b l o e d s t r o o m , opgenomen worden door de Kuppfer -
ce l len of a n d e r e makro fagen die de wand van de b l o e d s i n u s s e n bedekken 
M e e s t a l kunnen de v i r u s s e n z ich niet of nauwel i jks in makro fagen v e r m e n i g -
vuldigen en worden ze in deze ce l l en a fgebroken Soms s l agen ze e r e c h t e r 
in om z ich te v e r s p r e i d e n n a a r a n d e r e ce l l en die e rg gevoel ig zijn, zoa l s de 
l e v e r p a r e n c h y m c e l l e n Is de m a k r o f a g e n b a r r i è r e e e n m a a l g e p a s s e e r d , dan 
16 
\ mdt e r een u i t g e b r e i d e v i r u s v e r m e n i g v u l d i g i n g in de p a r e n c h y m c e l l e n p l a a t s 
Dit kan m i η e x p e r i m e n t e e l b e r e i k e n door het v i r u s in de galgang te spui ten 
Het le\ e r p a r e n c h y m w o r d t dan d i r e k t g e i h f e k t e e r d Men kan de m a k r o f a g e n 
ook u i t s c h a k e l e n door p r o e f d i e r e n in te spu i ten m e t s i l i c a a t p a r t i k e l s of m e t 
a n t i - m a k r o f a g e n - s e r u m ( Z i s m a n et al, 1970). De w e e r s t a n d van jonge vol­
w a s s e n m u i z e n , die r e s i s t e n t w a r e n v o o r h e r p e s s i m p l e x v i r u s , w e r d h i e r ­
d o o r v e r b r o k e n De b e h a n d e l d e d i e r e n s t i e r v e n aan de mfekt ie , w a a r b i j hoge 
t i t e r s van het v i r u s in de l e v e r gevonden w e r d e n Dit ging g e p a a r d m e t e r n ­
s t ige l e v e r n e k r o s e Makrofagen v o r m e n ook een b a r r i è r e voor de h e r s e n e n , 
die voor ve le v i r u s s e n gevoel ig zijn P a s s e e r t men deze b a r r i è r e door v i r u s 
via een i n t r a c e r e b r a l e injekt ie r e c h t s t r e e k s me t de h e r s e n e n in kontakt te 
b r e n g e n , dan v e r o o r z a a k t dit vaak een l e t a l e mfek t ie , ook bij v o l w a s s e n 
d i e r e n , t e rwi j l a n d e r e wijzen van toediening van v i r u s geen effekt hebben 
H i e r v a n word t g e b r u i k g e m a a k t bij de i so la t i e van mense l i j ke pa thogène v i -
r u s s e n via m u i z e n . 
Als de makro fagen een be langr i jke b a r r i è r e v o r m e n voor de v e r s p r e i d i n g 
van v i r u s m f e k t i e s , dan is het te v e r w a c h t e n dat e r ve rband b e s t a a t t u s s e n 
he t v e r m o g e n van een v i r u s om zich in makro fagen te v e r m e n i g v u l d i g e n on de 
v i r u l e n t i e in het v o l w a s s e n d i e r In een aan ta l geva l l en is i nde rdaad een d e r -
gel i jk ve rband aangetoond. l ie t bekends t e voorbee ld is wel dat van de gevoe -
l igheid van muizen voor m u i z e n h e p a t i t i s v i r u s (Bang en Warwick , I960) . Het 
gaa t om de door Nelson g e ï s o l e e r d e s t am van m u i z e n h e p a t i t i s v i r u s M H V - P R I 
( P r i n c e t o n Rocke fe l l e r Ins t i tu te) en om twee m u i z e n s t a m m e n , de PRI s t a m 
die n o r m a a l w e r d gekweekt , en de С З Н / Н е , een i n t e e l t s t a m M H V - P R I v e r ­
o o r z a a k t e een dodel i jke mfektie bij P R I m u i z e n en v e r m e e r d e r d e z ich in v i t r o 
m e t een c y t o p a t h o l o g i s c h effekt in de m a k r o f a g e n van d e z e m u i z e n s t a m C3H 
m u i z e n b leken d a a r e n t e g e n ongevoelig te zijn v o o r dit v i r u s en het v i r u s v e r ­
m e e r d e r d e z ich ook niet in hun m a k r o f a g e n Al leen de m a k r o f a g e n van de 
P R I m u i z e n w a r e n in v i t r o gevoel ig voor he t v i r u s , f i b r o b l a s t e n k w e k e n van 
dezel fde m u i z e n w e r d e n n ie t a a n g e t a s t I n t e r e s s a n t is o v e r i g e n s da t de ge­
voe l ighe id van de P R I en C3II m u i z e n v o o r enkele a r b o - B v i r u s s e n , z o a l s 
West Nile v i r u s en gele k o o r t s - v i r u s , s t a m 17D, j u i s t o m g e k e e r d is C3H 
m u i z e n zijn gevoel ig en P R I m u i z e n zijn ongevoelig en dit k o r r e s p o n d e e r t 
w e e r m e t de v i r u s v e r m e n i g v u l d i g i n g in de m a k r o f a g e n (Goodman en K o p r o w s k i , 
1962). De gevoel igheid van m u i z e n voor r e s p e k t i e v e l i j k a r b o v i r u s en MHV-
P R I zijn er fe l i jke e i g e n s c h a p p e n die g e h e e l onafhankeli jk van e l k a a r o v e r -
e r v e n 
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Bohalve de g e n e t i s c h bepaa lde gevoel igheid en r e s i s t e n t i e van bepaa lde 
m u i z e b t n m m e n spee l t ook de leeftijd een ro l bij de r e s i s t e n t i e tegen s o m m i g e 
w r u s s e n De invloed van de leeftijd b e r u s t v e r m o e d e l i j k op de o m s t a n d i g -
heid dat makro fagen \ an \ o l v . a s s e r muizen b e t e r in s taa t zijn om de v e r m e -
nigvuldiging en v e r s p r e i d i n g van v i r u s te b e p e r k e n dan makro fagen van jonge 
d i e r e n De be tekenib van makrofagen voor de aan de leefti jd gebonden r e s i s -
tent ie is onder a n d e r e aangetoond bij e x p e r i m e n t e l e mfek t ies m e t h e r p e s 
s imp lex v i r u s (Johnson, 1 964, H i r s c h et al, 1970), me t MHV (Gall i ly et al , 
1964 Le P r é v o s t et al , 1975) en Coxsack ie v i r u s ( R a g e r - Z i s m a n en Al l i son , 
1973) Men kan jonge d i e r e n gedee l te l - jk b e s c h e r m e n tegen een l e t a l e dos i s 
\ i r u s . door ze in te spui ten met pe r i t onea l e ce l l en van vo lwassen muizen 
(Hi r sch et al, 1 970 , R a g e r - Z i s m a n en Al l i son , 1973) 
E r zijn dus een aan ta l v i r u s - g a s t h e e r r e l a t i e s bekend w a a r b i j de g e -
voel igheid van de g a s t h e e r p a r a l l e l loopt m e t de gevoel ighe id van de m a k r o -
fagen m v i t r o D*t is e c h t e r n ie t altijd het geval Een voorbee ld h i e r v a n is 
b e s c h r e v e n door Eus t a t i a et al (1972). Het b leek dat de m u i z e n h e p a t i t i s -
v i r u s s t a m MIIV-s infekt ieus is voor z e e r jonge muizen , e c h t e r n ie t voor 
vo lwassen muizen Toch g r o e i t dit v i r u s goed in makro fagen van v o l w a s s e n 
muizen 
Het is van belang te bedenken dat bij de m e e s t e onderzoek ingen n a a r de 
gevoel igheid van p r o e f d i e r e n voor mfek t i es g e b r u i k g e m a a k t word t van een 
l e t a l e dos i s v i r u s of bakter ië !n Dit is een grof k r i t e r i u m Om g e r i n g e v e r -
ander ingen m de gevoel ighe id -d ie waa r sch i j n l i j k b e t e r o v e r e e n k o m e n me t 
de na tuur l i jke o m s t a n d i g h e d e n - op te spo ren zou men a n d e r e Ind ika toren 
moe ten geb ru iken , bi jv. de u i tgebre idhe id van l e s i e s in a a n g e t a s t e o rganen , 
de v i r u s t i t o r s in o rganen , de duur van \ i r u s p r o d u k t i e of het w e l - of m e t -
a a n s l a a n van een mfekt ie 
Voor een m e e r u i tgeb re ide b e s p r e k i n g van de m a k r o f a a g - v i r u s i n t e r ak t i e 
ve rwi j zen wij n a a r de ove rz i ch t en van S i l v e r s t e i n (1970) en Al l i son (1970, 
1974) 
De v i ru l en t i e van een v i r u s voor p r o e f d i e r e n word t onder a n d e r e bepaa ld 
door het v e r m o g e n van het v i r u s zich in makro fagen te v e r m e n i g v u l d i g e n . 
Het is e c h t e r duidel i jk dat de ro l van de makro fagen s l ech t s één uit een hee l 
a r s e n a a l van v e r d e d i g i n g s m e c h a n i s m e n tegen v i ru s in fek t i e s is Ook a n d e r e 
p r o c e s s e n zijn van be t eken i s zoa l s de v o r m i n g van speci f ieke antistoffen, de 
ontwikkeling van c e l l u l a i r e immuni t e i t , de v o r m i n g van i n t e r f e r o n en he t op-
t r e d e n van k o o r t s Al deze r e a k t i e s v o r m e n s a m e n de ve rded ig ing tegen de 
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infcktit ' Het belang van de makrofaag is e c h t e r hee l duidel i jk 
2 MUIZENADENOVIRUS 
Muizenadenov i ru s werd voor he t e e r s t in de Veren igde Sta ten ge i ' so leerd 
door H a r t l e y en Rowe (1960) Het v i r u s w e r d ontdekt t i jdens pogingen om een 
muizen leukemi t ' \ i r u s in v i t r o te kweken l i e t adenov i ru s v e r o o r z a a k t e cy to -
pa tho log i sche \ e r a n d e r i n g e n in kweken van m u i z e n e m b r y o - f i b r o b l a s t e n . De 
g e ï s o l e e r d e v i r u s s t a m werd me t F L aangeduid Een g roo t dee l van de mu izen 
die in het l a b o r a t o r i u m \ an de o n d e r z o e k e r s in v o o r r a a d w a s , b leek me t 
a d e n o v i r u s ge lh fek tee rd te zijn, bij 45% van de oudere d i e r e n w e r d e n namel i jk 
complemen tb indende ant is toffen tegen adenov i ru s gevonden Enige j a r e n l a t e r 
w e r d in J a p a n een m u i z e n a d e n o v i r u s g e ï s o l e e r d (Hash imoto et al , 1966). Het 
v i r u s werd aangetroffen in de faeces van gezonde m u i z e n . De s t am werd m e t 
K87 aangeduid Dit v i r u s v e r o o r z a a k t e cy topa tho log i sche v e r a n d e r i n g e n in 
kweken van m u i z e m e r c e l l e n In 1969 w e r d door Dui tse o n d e r z o e k e r s ( M i s s a l 
et al , 1969) adenov i ru s gekweekt uit f aeces , d a r m w e e f s e l en longen van l a -
b o r a t o r i u m m u i z e n De i so la t i e vond p laa t s in p r i m a i r e kweken van n i e r c e l l e n 
van de muis 
Van de d r i e b e s c h r e v e n v i r u s s t a m m e n v e r t o o n t de F L s t a m de g r o o t s t e 
v i r u l e n t i e Dit v i r u s v e r o o r z a a k t e dodeli jke infekt ies bij z e e r jonge mu izen . 
Voor vo lwassen muizen is he t me t pa thogeen . De be ide ove r ige s t a m m e n , 
K87 en de s t a m van M i s s a l , w a r e n apa thogeen . Op geen enkele wijze kon 
w o r d e n aangetoond dat ze z iekte konden v e r o o r z a k e n (Sugiyama et a l , 1967, 
M i s s a l , 1969) Het is opvallend dat de K87 s t a m en de s t a m van M i s s a l in 
f aeces w e r d e n aangetroffen , t e rwi j l de F L s t a m nie t uit de faeces ge i ' so leerd 
kon worden , ook m e t in de akute fase van de mfekt ie (van d e r Veen en M e s , 
1973), m a a r wel uit de ur ine De F L s t a m is w a a r s c h i j n l i j k ook de enige die 
een p e r s i s t e r e n d e infektie v e r o o r z a a k t 
Heek et al (1972) en van d e r Veen en Mes (1973) b e s c h r e v e n u i tvoer ig de 
Pa thogenese van e x p e r i m e n t e l e infekt ies m e t de F L s t am bij jonge m u i z e n . 
Het v i r u s v e r o o r z a a k t e e r s t een g e g e n e r a l i s e e r d e mfekt ie , zowel na i n t r a -
p e r i t o n e a l e a l s na i n t r a n a s a l e inokulat ie Uit een he le r e e k s o rganen kan men 
het a d e n o v i r u s i s o l e r e n De mu izen ove r l even de mfekt ie e c h t e r en he t v i r u s 
blijft a l l een aan toonbaa r in de u r i n e . Zelfs twee j a a r na de infektie kan het 
nog uit de u r ine ge i ' so leerd w o r d e n . Het is dus een typ i sch voorbee ld van een 
p e r s i s t e r e n d v i r u s . 
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Ook a n d e r e a d e n o v i r u s s e n v e r o o r z a k e n p e r s i s t e r e n d e infekt ies Uit 
ddenoi'den en tons i l l en van ove r igens gezonde k inde ren kan men vaak de hu-
mane typen 1 , 2 5 en 6 i s o l e r e n (van de r Veen en L a m b r i e x , 1973) Men 
mag a a n r e m e n dat de aanwezigheid van adenov i ru s in dit weefse l in de r ege l 
wi js t op ht t beb taan van een p e r s i s t e r e n d e mfekt ie Adenov i ru s i s bij de 
mens ook in de ur ine aanget rof fen l ie t is e c h t e r m e t bekend of dit het gevolg 
is \ an een pe r s i s t i , r ende infektie (Gutekunst en I leggie , 1961, Numazak i et 
al , 1468) V e r d e r blijkt ook hondenadenov i rus dat hepa t i t i s con tag iosa c a m s 
v e r o o r z a a k t , een p e r s i s t e r e n d e mfektie te kunnen v e r o o r z a k e n l ie t v i r u s 
kan gedu rende vele maanden in de ur ine worden u i tgesche iden (Rowe en 
Har t l ey , 1962) 
Bij konijnen die m e t mense l i j k adenov i rus type 2 of 5 zijn gei 'nfekteerd, 
kan men gedurende lange tijd z e e r hoge an t i s t o f t i t e r s in het bloed vinden 
(Reddick en Lefkowitz, 1969, van Nieuw s tadt , 1972) Zowel deze bevinding 
a l s de w a a r n e m i n g van P e r e i r a en Kelly (1957) dat adenov i ru s type 5 nog 2 
maanden na mfektie van konijnen uit kweken van m i l t c e l l e n kan worden gcl 'so-
l e e r d , wi jzen op een p e r s i s t e r e n d e infektie Al l i son (1970) onde rzoch t welk 
cel type h i e r v o o r v e r a n t w o o r d e l i j k was Hij legde kweken aan van lymfocyten 
en makro fagen van een konijn da t 6 maanden t evo ren m e t adenov i rus type 5 
was gei 'nfekteerd Al leen kweken van makro fagen van de mi l t , p e r i t o n e a l e 
holte en l y m f e k l i e r e n l e v e r d e n v i r u s op W e r d e n deze kweken tegel i jk inge-
zet , dan w e r d e n die van de mi l t het e e r s t posi t ief . In de mi l t was dus v e r -
moede l i jk de hoogs te v i r u s k o n c e n t r a t i e aanwezig Soor tge l i jke e x p e r i m e n t e n 
w e r d e n door Faucon et al (1974) bij cav iae v e r r i c h t , w a a r b i j adenov i ru s ook 
w e e r m makrofagen w e r d aanget rof fen . Ook van hondenadenov i rus is he t 
bekend dat het z ich in makro fagen kan v e r m e n i g v u l d i g e n (Coffin et a l , 1953, 
Gocke et al, 1967) 
Op grond van deze bevindingen, s a m e n m e t de m e e r a l g e m e n e gegevens 
over makrofaa i ; - v i r u s i n t e r a k t i e (zie 1 4), l i jkt het z e e r w a a r s c h i j n l i j k dat 
makro fagen een be langr i jke ro l spe len bij de Pa thogenese van a d e n o v i r u s -
infektie en bij de p e r s i s t e n t i e van a d e n o v i r u s s e n 
3. DOEL VAN HET ONDERZOEK 
Het doel van ons onde rzoek was he t inz ich t in de b e t e k e n i s van de m a k r o -
faag voor de Pa thogenese van v i r u s i n f e k t i e s , met name p e r s i s t e r e n d e infek-
t i e s , te v e r d i e p e n Wij m a a k t e n h i e rb i j g e b r u i k van een mode l s y s t e e m bij 
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p r o e f d i e r e n , namel i jk m u i z e n a d e n o v i r u s (de F L s t am) en zijn na tuur l i jke 
g a s t h e e r . 
l ie t onde rzoek was in de e e r s t e p l aa t s g e r i c h t op de v r aag of makro fagen 
gevoel ig zijn voor a d e n o \ i r u s of - e v e n t u e e l - onder bepaa lde oms tand igheden 
gevoel ig worden Wij hebben d a a r o m proeven v e r r i c h t om na te gaan of het 
v i r u s kan o \ e r l e \ e n of zich m i s s c h i e n zelfs kan v e r m e n i g v u l d i g e n in m a k r o -
fagen (hoofdstuk 3) Voor deze p roeven was een nauwkeur ige en gevoel ige 
t i t r a t i e m e t h o d e v e r e i s t en was het nodig te besch ikken o \ e r een g e z u i v e r d e 
v i r u s s t a m die v r i j was van k o n t a m m e r e n d e v i r u s s e n (hoofdstuk Z) Omdat 
uit onze s tudie b leek dat adenov i rus zich kon v e r m e n i g v u l d i g e n in -op b e p a a l -
de w i j ze - g e s t i m u l e e r d e makro fagen , hebben wij t ens lo t t e een onde rzoek 
v e r r i c h t n a a r e igenschappen van g e s t i m u l e e r d e makro fagen die h i e r v o o r 




TITRATIEMETIJODEN VOOR MUIZENADENOVIRUS 
1 INLEIDING 
Voor o n d u r z o e k n a a r de v e r m e n i g v u l d i g . r g van v i r u s is een n a u w k e u r i g e 
en gevoel ige t i t r a t i e m e t h o d e v e r e i s t Volgens H a r t l e y en Rowe (1960) is de 
MAP ( " m o u s e antibody product ion ' ) tes t de gevoe l ig s te methode om m u i z e n -
a d e n o v i r u s aan te tonen De m e t h o d e is volgens hen g e v o e l i g e r dan i s o l a t i e -
p r o e v e n in M E F - ( m u i z e n e m b r y o - f i b r o b l a s t e n ) k v . e k e n V e r d e r vindt men in de 
l i t e r a t u u r wel vage aanduidingen, m a a r geen n a u w k e u r i g e b e s c h r i j v i n g van 
een plaque t e s t op MEF-kvveken (Crawford 1966, Bla i lock et al, 1968) 
E u s t a t i a (1971) g e b r u i k t voor de t i t r a t i e van muizenadenov i r u s buizen m e t 
L 9 2 9 - c e l l e n en l e e s t de t i t r a t i e na 14 dagen af op grond van het C P L Van 
d e r Veen en Mes (19~3) g e b r u i k e n ook L929-ce l len, m a a r l e z e n de t i t r a t i e 
pas na 50 dagen af na 5 p a s s a g e s . ieder van 10 dagen. Wouts en van Nieuw-
s t a d t (niet g e p u b l i c e e r d o n d e r z o e k ) hebben een i n f e k t i v i t e i t s t e s t ontwikkeld 
m e t behulp van de i m m u n o f l u o r e s c e n t i e r e a k t i e in L929- en SMK ("suckl ing 
m o u s e k i d n e y " ) - c e l l e n 
Het l e e k ons van be lang e e r s t v e r s c h i l l e n d e t i t r a t i e m e t h o d e n te ontwikke­
len en m e t e l k a a r te v e r g e l i j k e n om v e r v o l g e n s h i e r u i t een keuze v o o r ons 
o n d e r z o e k te m a k e n Wij hebben de volgende m e t h o d i e k e n o n d e r z o c h t 
Ie E i n d p u n t t i t r a t i e op L 9 2 9 - c e l l e n 
2e P l a q u e t e s t op M E F 
3e I m m u n o f l u o r e s c e n t i e t e s t op L 9 2 9 - c e l l e n 
Voor ons o n d e r z o e k was v e r d e r een mededel ing van C r a w f o r d (1966) van 
belang w a a r i n e r op werd gewezen dat een door h e m g e b r u i k t e m u i z e n a d e n o -
v i r u s s t a m zowel m e t P o l y o m a v i r u s a ls m e t MVM ( " m i n u t e v i r u s of m i c e " ) 
was b e s m e t Crawford had de v i r u s s t a m ontvangen van d r . W Ρ Rowe 
(Nat ional I n s t i t u t e s of Heal th, B e t h e s d a , USA) Ook onze s t a m was van Rowe 
afkomst ig We m o e s t e n dus a a n n e m e n dat ook onze s t a m v e r o n t r e i n i g d was 
m e t a n d e r e v i r u s s e n Wij hebben d a a r o m e e r s t he t v i r u s g e z u i v e r d door het 
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v i r u s d r i e m a a l in hoge v e r d u n n i n g e n op L 9 2 9 - c e l l e n te p a s s e r e n volgens de 
" t e r m i n a l d i l u t i o n " m e t h o d e van B u r n e t (1955) 
2 W E E F S E L K W E K E N 
Voor het opkweken van v o o r r a d e n van muizenadenov i r u s w e r d e n L929-
c e l i e n g e b r u i k t (Sanford et al, 1948) De ce l len w e r d e n gekweekt in f le s sen 
in E a g l e ' s b a s a a l m e d i u m m e t H a n k s ' oploss ing Лап het m e d i u m w e r d 10% 
ge ïnak t i \ e e r d k a l i s s e r u m (inaktiv at ie 30 min bij 56 C) en 50 U penic i l l ine 
en 5 0 y g r k a n a m y c i n e pe r ml toegevoegd De ce l len w e r d e n 2 m a a l pe r week 
omgeze t me t een oploss ing van 0,25% t r y p s i n e in met fosfaat gebufferde fy-
s io log i sche zoutoploss ing (Dulbecco ' s PBS) Het aan ta l f l e s sen w e r d bij i ede -
re omzet t ing ve rdubbe ld . 
M u i z e n e m b r y o - f i b r o b l a s t e n (MEF) w e r d e n v e r k r e g e n door het t r y p s i n e -
ren van bijna v o l d r a g e n e m b r y o ' s van Swiss muizen m e t een oploss ing van 
0,5% t r y p s i n e in PBS De ce l l en w e r d e n o v e r g e b r a c h t in f l e s s e n . Nadat de 
f l e s sen vo lgeg roe id w a r e n , we rden de ce l len l o s g e m a a k t me t t r y p s i n e en in 
s chaa l t j e s v e r d e r gekweekt en beent m e t v i r u s E r w e r d e n dus s t eeds sekun-
d a i r e kweken geb ru ik t Het kweekmed ium voor M E F bestond uit Hanks ' op-
loss ing me t 0,5% l a c t a l b u m i n e h y d r o l y s a a t (LAH) en 10% gei 'nakt iveerd ka l f s -
s e r u m P e n i c i l l i n e en s t r e p t o m y c i n e we rden in een koncen t r a t i e van r e s p e k -
t ievel i jk 100 U en 100 u g r p e r ml toegevoegd 
M u i z e m e r c e l l e n (SMK) werden v e r k r e g e n door het t r y p s i n e r e n van n i e r e n 
van jonge Swiss muizen me t een leeftijd van 14 dagen De behandel ing van de 
ce l l en was v e r d e r gel i jk aan die van M E F Ook van SMK-ce l l en we rden voor 
de e x p e r i m e n t e n s t e e d s s e k u n d a i r e kweken geb ru ik t 
3. VIRUS 
De F L s t a m van m u i z c n a d e n o v i r u s (Har t l ey en Rowe, 1960) werd in 1967 
ontvangen van d r . W Ρ Rowe ( B e t h e s d a , USA) Het v i r u s w e r d in ons l a b o ­
r a t o r i u m d r i e m a a l g e p a s s e e r d in S M K - c e l l e n en twee m a a l in L 9 2 9 - c e l l e n 
Ons u i t g a n g s m a t e r i a a l had dus r e e d s twee p a s s a g e s in L 9 2 9 - c e l l e n d o o r g e ­
m a a k t 
P o l y o m a v i r u s , s t a m L I D - 1 (Rowe et al, 1959), w e r d in 1969 ontvangen 
van de A T C C ( A m e r i c a n Type C u l t u r e Col lec t ion) Het w e r d gekweekt in 
S M K - c e l l e n De m u i z e n w e r d e n 1-2 dagen na de g e b o o r t e m e t he t v i r u s ge in-
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f e k t e e r d . V e e r t i e n dagen l a t e r w e r d e n dan m e r c e l k w e k e n van d e z e m u i z e n 
g e m a a k t T i t r a t i e s van P o l y o m a v i r u s w e r d e n s t e e d s u i tgevoerd in buiden m e t 
s e k u n d a i r e SMK-kweken De buizen w e r d e n 2 m a a l p e r week \ e r \ e r s t en na 
21 dagen v o o r he t l a a t s t a fgelezen 
" M i n u t e v i r u s of m i c e " (MVM) s t a m CR, w e r d in 1971 o n t \ a n g e n v a n 
d r J С P a r k e r ( D e t h e s d a , USA) Het v i r u s w e r d gekv.eekt in p r i m a i r e en 
s e k u n d a i r e ku l tureb van r a t t e n c m b r y o - f i b r o b l a s t e n De ce l len w e r d e n op d e ­
zelfde wijze behandeld a l s M E F Ze w e r d e n s t e e d s ¿4 -48 uur na het aanleggen 
van de kweek me t v i r u s beent T i t r a t i e s van MVM vonden ook p laa t s in buizen 
me t r a t t e n e m b r y o - f i b r o b l a s t c n De buizen werden na 5 dagen afgelezen 
4 ONDERZOEK OP KONTAMINERENDE VIRUSSEN 
Omdat wij m o e s t e n aannemen dat de door ons ontvangen m u i z e n a d e n o -
v i r u s s t a m v e r o n t r e i n i g d was me t Po lyomav i rus en MVM, hebben wij e e r s t 
nagegaan of e r inderdaad in de v i r u s s u s p e n s i e a n d e r e v i r u s s e n aan toonbaa r 
v/aren Twee eenvoudige methoden hebben we h i e r v o o r toegepas t , namel i jk 
de h e m a g g l u t i n a t i e - en i m m u n o f l u o r e s c e n t i e r e a k t i e 
Hemagg lu t ina t i e P o l y o m a v i r u s en MVM zijn beide h e m a g g l u t i n e r e n d e 
v i r u s s e n De v i r u s s e n kunnen op hun h e m a g g l u t i n a t i e - g e d r a g worden onde r -
sche iden . Al leen MVM agg lu t inee r t c a v i a - e r y t h r o c y t e n bij 37 С en bij een 
pH van 8 5 Al leen P o l y o m a v i r u s a g g l u t i n e e r t s c h a p e n e r y t h r o c y t e n bij ka­
m e r t e m p e r a t u u r en bij een pH van 7.2 Beide v i r u s s e n a g g l u t m e r e n cav ia-
e r y t h r o c y t e n bij k a m e r t e m p e r a t u u r en bij een pH van 7 2. 
Met enkele m o n s t e r s m u i z e n a d e n o v i r u s zijn h e m a g g l u t i n a t i e r e a k t i e s uit­
g e v o e r d . T e r k o n t r o l e zijn e v e n e e n s r e a k t i e s v e r r i c h t m e t s u s p e n s i e s van 
MVM en P o l y o m a v i r u s De u i t k o m s t e n zijn w e e r g e g e v e n in tabe l 2 Het 
bli jkt dat in de s u s p e n s i e s van m u i z e n a d e n o v i r u s geen h e m a g g l u t i n e r e n d e 
a k t i v i t e i t a a n t o o n b a a r i s . De u i t k o m s t e n van de h e m a g g l u t i n a t i e r e a k t i e s m e t 
MVM en P o l y o m a v i r u s zijn o v e r e e n k o m s t i g de v e r w a c h t i n g wel posi t ie f 
I m m u n o f l u o r e s c e n t i e r e a k t i e Met behulp van de i n d i r e k t e immunof luo­
r e s c e n t i e r e a k t i e kunnen v i r u s a n t i g e n e n in g e l h f e k t e e r d e c e l l e n w o r d e n a a n g e ­
toond Aan g e l n f e k t e e r d e c e l k u l t u r e n w o r d t e e r s t v i r u s s p e c i f i e k a n t i s e r u m 
toegevoegd D a a r n a kunnen m e t een a n t i s e r u m , dat g e r i c h t is tegen de g lobu-
l i n e s van het v i r u s s p e c i f i e k e a n t i s e r u m en dat gekonjugeerd is m e t 
f l u o r e s c e i n e - i s o t h i o c y a n a a t , e v e n t u e e l aan v i r u s gebonden antistoffen w o r d e n 
aangetoond, m e t behulp van een f l u o r e s c e n t i e m i k r o s k o o p . 
We hebben d e z e m e t h o d i e k e e r s t g e t e s t in s c h a a l t j e s m e t SMK-cc l len, 
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Tabel 2 H e m a g g l u t i n a t i e r e a k t i e s met MVM, Po lyomav i ru s en m u i z e n a d e n o -
v i r u s 
Vi rus 
MVM 
Polyomav i r u s 
Muizonadenov i rus ' 
H e m a ç g l u t m a t i e t i t e r " ' m e t e r y t h r o c y t e n \ an 
Cavia Schaap 
1 1024 < 1 2 
1 64 1 128 
< 1 2 < 1 2 
P r o e v e n me t twee v i r u s s t a m m e n die r e spek t i eve l i j k in SMK- en L929-
ce l len w a r e n gekweekt 
Bepal ing bij k a m e r t e m p e r a t u u r en bij pH 7,2 
w a a r v a n s o m m i g e ge ln fek tee rd w a r e n me t MVM en a n d e r e m e t P o l y o m a v i r u s . 
Na 48 en 72 uur w e r d e n een aan ta l s chaa l t j e s ge f ixeerd m e t me thano l V e r -
volgens w e r d ve rdund a n t i s e r u m (Microb io log ica l Associa tes . ) t egen MVM en 
Po lyomav i rus toegevoegd . De a n t i s e r a w a r e n b e r e i d in muizen Na w a s s e n 
w e r d a n t i - m u i s - k o n j u g a a t (Nordie) toegevoegd H i e r n a we rden de schaa l t j e s 
onder de f l u o r e s c e n t i e m i k r o s k o o p bekeken In beide soo r t en kweken, r e s p e c -
t ieve l i jk m e t MVM en Po lyomav i rus ge ln fek tee rd , w e r d een g roo t aan ta l 
f l u o r e s c e r e n d e c e l k e r n e n w a a r g e n o m e n . 
Nadat op deze wijze was aangetoond dat infekt ies me t MVM en Po lyoma-
v i r u s door midde l van de i m m u n o f l u o r e s c e n t i e r e a k t i e kunnen worden a a n g e -
toond, hebben we deze techniek toegepas t voor kweken die m e t m u i z e n a d e n o -
v i r u s w a r e n ge ln fek tee rd Een aanta l s chaa l t j e s w e r d e n beent m e t m u i z e n -
adenov i ru s in hoge k o n c e n t r a t i e . Na 48 en 72 uur w e r d e n w e e r a n t i s e r a tegen 
MVM en Po lyomav i ru s en ve rvo lgens a n t i - m u i s - k o n j u g a a t toegevoegd op de 
wijze die h i e rboven is b e s c h r e v e n . E r w e r d e n in de me t m u i z e n a d e n o v i r u s 
gel 'nfekteerde ku i tu r en geen f l u o r e s c e r e n d e ce l l en w a a r g e n o m e n . 
Met geen van beide method ieken kon dus Po lyomav i ru s of MVM in de s u s -
pens i e van m u i z e n a d e n o v i r u s worden aangetoond Dit wi js t e r op dat de kon-
c e n t r a t i e van de k o n t a m i n e r e n d e v i r u s s e n laag was Het is d e r h a l v e mogel i jk 
om m e t behulp van de t e r m i n a l e v e r d u n n i n g s m e t h o d e he t v i r u s te z u i v e r e n 
V o o r w a a r d e d a a r v o o r is name l i j k dat van he t te z u i v e r e n v i r u s een g r o t e r e 
k o n c e n t r a t i e aanwezig is dan van de kon taminan tcn 
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5 ZUIVERING VAN MUIZENADENOVIRUS 
Om hot muizonadenov i r u s te zu ive ren werden 10-voudige v e r d u n m n g s -
r e e k s e n van het v i r u s g e m a a k t Het v i r u s v,as roods 2 m a a l in L929-ce l l en 
g e p a s s e e r d l e d e r e verdunning w e r d in 4 buizen geënt Het med ium was g e -
l i jk aan het g r o e i m c d i u m voor L929-ce l l en De s e r u m k o n c e n t r a t i e werd 
e c h t e r tot З0^ g e r e d u c e e r d en k a n a m y e m e w e r d v e r v a n g e n door een gel i jke 
h o e v e e l h e i d s t r e p t o m y c i n e Het o n d e r h o u d s m e d i u m w e r d 2 m a a l p e r week 
v e r v i r s t en na 20 dagen w e r d e n de ce l len bekeken D a a r n a w e r d e n de kweken 
geoogs t m e t de hoogs te v i rusv e r d u n m n g die nog een cy topatholog i sch effekt 
t o o n d e n . De kweken w e r d e n 3 m a a l b e v r o r e n en ontdooid en na c e n t r i f u g e r e n 
g e d u r e n d e 20 m i n . bij 2000 r p m w e r d de s u p e r n a t a n t w e e r in v e r s c h i l l e n d e 
v e r d u n n i n g e n d o o r g e k w e e k t Dezelfde handel ing werd t o e g t p a s t m e t kweken 
m e t de e e r s t e h i e r o p volgende v i r u s v e r d u n n i n g die dus geen cy topatholog i sch 
effekt toonden Na d e z e p a s s a g e s werd dezel fde p r o c e d u r e gevolgd In t o t a a l 
w o r d zo 3 m a a l een " t e r m i n a l d i l u t i o n " u i t g e v o e r d . H i e r b i j w e r d s t e e d s ge­
w e r k t m e t de hoogs te v i r u s v e r d u n n i n g die bij doorkweken in de volgende 
p a s s a g e nog v i r u s o p l e v e r d e D a a r n a w e r d de v i r u s s t a m nog 2 m a a l g e p a s ­
s e e r d v o o r het opkweken van een g e b r u i k s v o o r r a a d . Z o o r w a a r s c h i j n l i j k zijn 
d o o r dozo wijze van u i t v e r d u n n e n de be ide k o n t a m i n a n t e n , die in een l a g e r e 
k o n c e n t r a t i o aanwezig w a r e n dan het m u i z e n a d e n o v i r u s , uit de v i r u s s t a m 
v e r d w e n e n 
Het was m e t mogel i jk m e t z e k e r h e i d aan te tonen dat de k o n t a m i n a n t e n 
w a r e n u i tverdund, omdat we n ie t b e s c h i k t e n o v e r m e t h o d e n om de z u i v e r h e i d 
van de s u s p e n s i e to k o n t r o l e r e n . Wel h e b b e n we m e t behulp van e l e k t r o n e n -
m i k r o s k o p i s c h e opnamen na negat ie f k o n t r a s t - k l e u r i n g kunnen v a s t s t e l l e n 
dat in het " g e z u i v e r d e " v i r u s p r e p a r a a t een g r o o t a a n t a l p a r t i k e l s v o o r k w a ­
m e n m e t de t y p i s c h e a d e n o v i r u s - m o r f o l o g i e , dat wil zeggen m e t een d i a m e ­
t e r van o n g e v e e r 75 nm en een 6-hockige kontour w a a r b i j op i e d e r e zi jde 6 
k a p s o m e r e n z i c h t b a a r w a r e n . Dit k o m t o v e r e e n m e t 252 k a p s o m e r e n m t o t a a l 
De f ibers van de v i r u s p a r t i k e l s w a r e n n ie t z i c h t b a a r . 
De g e b r u i k s v o o r r a a d van m u i z e n a d e n o v i r u s had na de z u i v e r i n g s p r o c e ­
d u r e in t o t a a l 7 p a s s a g e s in L 9 2 9 - c e l l e n o n d e r g a a n De v o o r r a a d w e r d in 
k le ine hoeveelhedt. η v e r d e e l d o v e r een g r o o t a a n t a l b u i s j e s en w e r d b e w a a r d 
bij -60 С om s t e e d s o v e r ident ieke v i r u s m o n s t e r s te kunnen b e s c h i k k e n 
6 E I N D P U N T T I T R A T I E S IN BUIZEN 
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Figuu r 1 E indpun t t i t r a t i e van m u i z e n a d e n o v i r u s in L 9 2 9 - c o l l e n . Toename 
van de v i r u s t i t e r bij aflezing op v e r s c h i l l e n d e t i jds t ippen na 
entmg Het gemidde lde van 6 t i t r a t i e s en de s t a n d a a r d d e v i a t i e zijn 
w e e r g e g e v e n 
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k e u r i g h e i d te s c h a t t e n w e r d een m o n s t e r v i r u s 6 m a a l in buizen m e t L929-
c e l l e n g e t i t r e e r d Bij i e d e r e proef w e r d e n s t e e d s 6 buizen p e r 10-\oudige 
verdunning beent Twee m a a l p e r week w e r d de t i t r a t i e a fgelezen op g r o n d 
van het c y t o p a t h o l o g i s c h e effect De t i t e r s w e r d e n b e r e k e n d volgens de m e ­
thode van Reed en Muench (1938) 
In figuur 1 zijn de r e s u l t a t e n w e e r g e g e v e n Op i e d e r t i jds t ip is het ge­
m i d d e l d e van de z e s t i t r a t i e s w e e r g e g e v e n m e t de s t a n d a a r d d e v i a t i e , s t e e d s 
in l o g a r i t h m i s c h e e e n h e d e n Na 21 dagen sti jgt de (gemidde lde) t i t e r n ie t 
v e r d e r Na 25 dagen was de g e m i d d e l d e log t i t e r 7 2 + 0,4 Т С Г О з д / т ! 
( " t i s s u e c u l t u r e infective d o s e ) Dit wil zeggen dat in 95% van de g e v a l l e n 
de t i t e r za l l iggen t u s s e n 10°' en 10" ' ° Dit k o m t o v e r e e n m e t een k o n c e n -
t r a t i e v e r s c h i l van 40 m a a l Deze m e t h o d e van v i r u s t i t r a t i e is dus n ie t a l l e e n 
langdur ig (21 dagen) en b e w e r k e l i j k (het m e d i u m van de buizen m o e t vijf 
m a a l w o r d e n v e r v e r s t ) , m a a r ook onnauwkeurig 
7 P L A Q U E T E S T OP M E F 
Voor de p l a q u e t e s t w e r d de m e t h o d e gevolgd die C r a w f o r d et al in 1962 be­
s c h r e v e n v o o r P o l y o m a v i r u s H i e r b i j w o r d t 0,1 m l v i r u s s u s p e n s i e geën t op een 
m o n o l a y e r van s e k u n d a i r e M E F in een p e t r i s c h a a l t j e me t een d i a m e t e r van 
6 c m . Het kweekmcd ium bes tond uit E a g l e ' s MEM met 10% ge ihak t i vee rd 
k a l f s s e r u m Na 2 uur a d s o r p t i e word t 4 ml " o v e r l a y " van med ium me t 0,9% 
a g a r toegevoegd. Na 4 dagen word t nog eens 4 ml " o v e r l a y ' toegevoegd en 
8 dagen na de enting nog eens 4 ml , nu m e t 0,008% n e u t r a a l r o o d Weer 4 
dagen l a t e r v e r s c h i j n e n de p l aques , die op a c h t e r e e n v o l g e n d e dagen worden 
ge te ld tot hun aan ta l n ie t m e e r t o e n e e m t . 
Wij hebben deze methode enkele m a l e n toegepas t en inde rdaad p laques 
van m u i z e n a d e n o v i r u s w a a r g e n o m e n Het aan ta l p laques was e c h t e r v r i j 
klein in ve rge l i jk ing met de r e s u l t a t e n van de b u i z e n t i t r a t i e s De t e s t l e ek 
dus ongevoel ig te zijn V e r d e r was deze t i t r a t i e e rg b e w e r k e l i j k (3 m a a l 
moe t een " o v e r l a y " worden toegevoegd) en langdur ig (15 dagen) D a a r o m 
hebben we e r v e r d e r geen geb ru ik van g e m a a k t . 
8 TELLING VAN IMMUNOFLUORESCERENDE C E L L E N 
We hebben g e b r u i k g e m a a k t van de e r v a r i n g e n van een v r o e g e r m ons 
l a b o r a t o r i u m v e r r i c h t onde rzoek be t re f fende de t i t r a t i e van m u i z e n a d e n o -
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v i r u s door m i d d e l van tel l ing van i m m u n o f l u o r e s c e r e n d e c e l l e n (Wouts en van 
Nieuwbtadt, m e t g e p u b l i c e e r d o n d e r z o e k ) De m e t h o d e w e r d d o o r ons v e r d e r 
u i tgewerkt en g e k o n t r o l e e r d 
8 1 P r i n c i p e van de m e t h o d i e k 
L 9 2 9 - c e l l e n w e r d e n gekweekt in p l a s t i c p e t r i s c h a a l t j e s ( F a l c o n ) m e t een 
d i a m e t e r van 3,5 cm en na 24 uur beent m e t 1 ml v e r d u n d v i r u s Het v i r u s 
k r e e g de ge legenhe id om g e d u r e n d e 6 uur te a d s o r b e r e n H i e r n a w e r d e n de 
s c h a a l t j e s g e w a s s e n om nie t g e a d s o r b e e r d v i r u s te v e r w i j d e r e n en d a a r n a 
g e i n k u b e e r d bij 36 С Na een i n k u b a t i e p e r i o d c van 72 uur w e r d e n de c e l l e n 
gef ixeerd m e t m e t h a n o l en d a a r n a behandeld m e t verdund m e n s e l i j k a n t i -
s e r u m Het m e n s e l i j k a n t i s e r u m b e b t a a t uit een door ons b e r e i d e pool van 
p a t i ë n t e n s e r a me t een hoge t i t e r van komplemen tb indende antistoffen tegen 
mense l i j k adenov i rus (CBR t i t e r 1 512) Het a n t i s e r u m l ie t een goede k r u i s -
r e?k t i e zien met m u i z e n a d e n o v i r u s in de f l u o r e s c e n t i e r e a k t i e , m a a r m e t in 
de CBR De t i t e r van de k o m p l e m e n t b i n d i n g s r e a k t i e bij g e b r u i k van m u i z e n -
adenov i rus was s l e c h t s 1 8 Hie rna w e r d e n de s chaa l t j e s behandeld m e t 
a n t i - h u m a a n gammag lobu l ine konjugaat ( F I T C , Roboz) Na i e d e r e s t ap w e r -
den de schaa l t j e s grondig g e w a s s e n Ze w e r d e n t ens lo t t e ingebed m e t g l y c e -
r ine en me t een f l u o r e s c e n t i e m i k r o s k o o p bekeken . H ie rb i j w e r d a l s l i ch tb ron 
een hoge druk kwik lamp geb ru ik t ( O s r a m , type HBO 200), v e r d e r een Tiyoda 
donke rve ldkondenso r en een exc i t a t i e f i l t e r BG 12 en s p e r f i l t e r 47 ( Z e i s s ) . 
S teeds w e r d e n de f l u o r e s c e r e n d e ce l len in 50 gez i ch t sve lden ge te ld bij een 
v e r g r o t i n g van ongevee r 125 m a a l 
8 2 Invloed van de mcuba t i c t i jd 
Om de op t imale mkubat ie t i jd te bepa len , name l i j k het t i jds t ip na enting 
w a a r o p het m a x i m a l e aan ta l f l u o r e s c e r e n d e ce l l en aanwezig is en w a a r o p nog 
geen f l uo re scen t i e van sekunda i r ge ln fek tee rde ce l l en is opge t reden , w e r d 
in een s e r i e van enkele p r o e v e n de t oename van het aan ta l f l u o r e s c e r e n d e 
ce l l en in de tijd gevolgd Al le schaa l t j e s w e r d e n tegel i jk been t Na 4 uur 
w e r d e n ze g e w a s s e n . Op v e r s c h i l l e n d e t i jds t ippen w e r d e n s c h a a l t j e s g e -
f ixeerd , s t eeds 5 p e r t i jds t ip Aan de helft van de s chaa l t j e s w e r d na 48 uur 
speci f iek a n t i s e r u m tegen m u i z e n a d e n o v i r u s toegevoegd om het op t r eden van 
s ekunda i r e infekt ies te v e r h i n d e r e n 
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Tabel 3 Verband t u s s e n het a a n t a l f l u o r e s c e r e n d e ce l len en de duur van 
inkubat ie van m e t a d e n o v i r u s gci 'nfekteerde L 9 2 9 - c e l l e n 
Inkubat ieduur 







Aanta l f l u o r e s c e r e n d e c e l l e n ' 
Z o n d e r Met 
a n t i s e r u m a n t i s e r u m 
0 
1 9 + 0 , 2 
1 3 + 3 1 0 + 4 
2 4 + 8 2 3 + 3 
3 6 ^ 5 2 6 + 5 
75 + 2 1 41 + 13 
G e m i d d e l d e w a a r d e p e r g e z i c h t s v e l d van 5 s c h a a l t j e s m e t de s t a n d a a r d ­
d e v i a t i e 
C a v i a - a n t i s e r u m ( e i n d k o n c e n t r a t i e 3%) w e r d na een i n k u b a t i e p e r i o d e van 
48 uur toegevoegd 
De u i t k o m s t e n van een proef die k a r a k t e r i s t i e k is v o o r de s e r i e , zijn in 
tabe l 3 w e e r g e g e v e n . Het bli jkt dat het a a n t a l f l u o r e s c e r e n d e c e l l e n t o e ­
n e e m t g e d u r e n d e de i n k u b a t i e p e r i o d e . In de k u i t u r e n w a a r a a n a n t i s e r u m is 
toegevoegd, w o r d t na o n g e v e e r 72 uur een (t i jdel i jke) s t i l s t a n d in t o e n a m e 
w a a r g e n o m e n Na 96 uur is he t a a n t a l f l u o r e s c e r e n d e c e l l e n e c h t e r wel w e e r 
v e r d e r t o e g e n o m e n (hoewel m i n d e r s t e r k dan in de k u i t u r e n z o n d e r a n t i s e r u m ) 
Dit wi j s t op " d o o r b r a a k ' van he t g e v o r m d e v i r u s door het a n t i s e r u m . Op 
g r o n d v a n deze u i t k o m s t e n hebben wij aanvankel i jk een p e r i o d e van 72 uur 
beschouwd a l s een o p t i m a l e inkubat iet i jd . In l a t e r e p r o e v e n b l e e k e c h t e r dat 
he t t i jds t ip w a a r o p het a n t i s e r u m w e r d toegevoegd, n a m e l i j k 48 uur na v i r u s -
e n t m g , te l a a t was , o m d a t e r dan al v i r u s m het m e d i u m is v r i j g e k o m e n 
8. 3 Invloed van de a d s o r p t i e t i j d 
Om de o p t i m a l e a d s o r p t i e t i j d te b e p a l e n w e r d een a a n t a l s c h a a l t j e s b e e n t 
en bij 36 С gei 'nkubeerd. Op v e r s c h i l l e n d e t i jds t ippen w e r d e n 5 s c h a a l t j e s 
31 






-i 1 1 1 · 1 1 1 1 
4 6 θ 10 12 
adsorption time (hours) 
F i g u u r 2 Verband t u s s e n de duur van de v i r u s a d s o r p t i e en het a a n t a l gei'n-
f e k t t e r d e ce l len, g e m e t e n door m i d d e l van i m m u n o f l u o r e s c e n t i e . 
Het a a n t a l gei 'nfekteerde c e l l e n na 12 uur a d s o r p t i e is op 100% 
g e s t e l d Voor i e d e r t i jds t ip is h e t g e m i d d e l d e van 5 s c h a a l t j e s 












relative concentration of virus 
F i g u u r 3. Verband t u s s e n de v i r u s k o n c e n t r a t i e en het a a n t a l door m i d d e l van 
i m m u n o f l u o r e s c e n t i e gete lde v i r u s p a r t i k e l s . l e d e r e verdunning 
w e r d in 5 s c h a a l t j e s geënt Het gemidde lde en de s t a n d a a r d d e v i a -
tie zijn w e e r g e g e v e n . L i n e a i r e s cha l en . 
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uit de stoof guhaald en g e w a s s e n De c e l l e n w e r d e n d a a r n a van nieuw m e d i u m 
v o o r z i e n en g e d u r e n d e 72 uur gel 'nkubeerd, en t e n s l o t t e ge f ixeerd en g e k l e u r d 
Het a a n t a l f l u o r e s c e r e r d e ce l len na 12 uur a d s o r p t i e w e r d op 100wo g e s t e l d 
De u i t k o m s t e n van v e r s c h i l l e n d e p r o e v e n w a r e n o n g e v e e r geli jk Een v o o r ­
beeld h i e r v a n is in f iguur 2 w e e r g e g e v e n De a d s o r p t i e n a m v r i j s t e r k toe 
g e d u r e n d e de ι e r s t e 8 uur van mkubat ie D a a r n a vlakt de kurve af. Hoewel 
na 6 uur s l e c h t s o n g e v e e r 70% was g e a d s o r b e e r d , hebben wij deze tijd uit 
p r a k t i s c h e overweg ingen toch a l s s t a n d a a r d - a d s o r p t i e t i j d g e k o z e n 
8.4 Vergel i jk ing van de gevoe l ighe id van de b u i z e n t i t r a t i e en de i m m u n o -
f l u o r e s c e r e n d e c e l - t e l l i n g 
Eenze l fde v i r u s s u s p e n s i e w e r d g e t i t r e e r d door m i d d e l van de i m m u n o -
f l u o r e s c e n t i e - t e l m e t h o d e en door midde l van de e i n d p u n t t i t r a t i e in b u i z e n . 
Bij de i m m u n o f l u o r e s c e n t i e - t e l m e t h o d e w e r d he t v i r u s g e d u r e n d e 6 uur ge­
a d s o r b e e r d en d a a r n a g e d u r e n d e 72 uur gel 'nkubeerd De s u s p e n s i e w e r d 6 
m a a l in beide s y s t e m e n g e t i t r e e r d . Het a a n t a l " c e l l infecting uni t s ' dat door 
m i d d e l van de i m m u n o f l u o r e s c e n t i e - t e l m e t h o d e w e r d aangetoond, b e d r o e g 
g e m i d d e l d (8 _j_ 5) χ 10 e e n h e d e n Door m i d d e l van b u i z e n t i t r a t i e s •werden 
7 
g e m i d d e l d (1,5 + 1,0) χ 10 m f e k t e r e n d e e e n h e d e n aangetoond. De b u i z e n t i t r a ­
tie is dus o n g e v e e r 20 m a a l g e v o e l i g e r 
8 . 5 . D o s i s - w e r k m g s r e l a t i e 
Om na te gaan of de r e l a t i e t u s s e n de v i r u s k o n c e n t r a t i e en he t a a n t a l 
f l u o r e s c e r e n d e c e l l e n een l i n e a i r v e r l o o p heeft, w e r d e n v e r s c h i l l e n d e v e r ­
dunningen van het v o o r r a a d v i r u s geënt in s chaa l t j e s Voor i e d e r e verdunning 
w e r d e n 5 s chaa l t j e s geb ru ik t De u i tkoms ten van de t i t r a t i e s zijn w e e r g e g e -
ven in f iguur 3 en 4 Over een 64-voudig k o n c e n t r a t i e v e r s c h i l b leek de ku rve 
l i n e a i r te zi jn . Dit is t evens ongeveer he t t r a j e k t w a a r i n de s chaa l t j e s zonder 
e x t r a hu lpmidde len rede l i jk t e l b a a r zijn m e t s t eeds dezelfde v e r g r o t i n g . Op 
grond van deze bevinding mogen we a a n n e m e n dat één v i r u s p a r t i k e l voldoende 
is voor infekt ie . 
8 6 Nauwkeur ighe id van de i m m u n o f l u o r e s c e r e n d e ce l - t e l l i ng 
Om de nauwkeur ighe id van deze methode te bepa len w e r d in één e x p e r i -
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- 0 5 
4 θ 16 32 64 
relative concentration of virus 
F i g u u r 4 D o s i s - re ьропз kurve als fig 3 L o g a r i t h m i s c h e s c h a l e n 




LAH M199 EBM DMEM MEM 
composition of medium 
F i g u u r 5 Invloed van de s a m e n s t e l l i n g van het o n d e r h o u d s m e d i u m op de ge­
voel igheid van de i m m u n o f l u o r e s c e r c n d e c e l - t c l l m g . LAH H a n k s ' 
m e t 0,5% l a c t a l b u m m e h y d r o l y s a a t , M 199 M e d i u m 199, E B M 
E a g l e ' s b a s a a l m e d i u m , DMEM " D u l b e c c o ' s modif ied E a g l e ' s 
m e d i u m " , MEM E a g l e ' s " m i n i m u m e s s e n t i a l m e d i u m " Het ge­
m i d d e l d e en de s t a n d a a r d d e v i a t i e van 3 s c h a a l t j e s zi jn w e e r g e g e v e n 
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ment eenzelfde v i r u s s u s p e n s i e 5 maa l g e t i t r e e r d in dezelfde ba tch ce l l en 
Bij l e d e r e t i t r a t i e w e r d het v i r u s e\ en s t e r k ve rdund . Deze v i r u s v e r d u n n i n g 
w e r d op l ede r van 5 s chaa l t j e s me t L929-ce l l en geënt De bevindingen zijn 
w e e r g e g e v e n in tabel 4 Het blijkt uit de u i tkoms ten dat deze t i t r a t i e t e c h n i e k 
z e e r goed r e p r o d u c e e r b a a r is 
Tabel 4 Nauwkeur ighe id van de i m m u n o f l u o r e s c e r e n d e ce l - t e l l i ng 







Aantal fluorescerende cellen ' 
6.5 + 1,1 
7,1 + 0,9 
6.6 + 1,3 
6,9 + 1,3 
6,9 ζ Û-8 
6,8 + 0,2 (3%) 
Van een v i r u s s u s p e n s i e w e r d 5 m a a l dezelfde verdunning g e m a a k t en 
g e t i t r e e r d 
Gemidde lde aan ta l f l u o r e s c e r e n d e ce l len p e r gez i ch t sve ld van 5 s chaa l t j e s 
met s t a n d a a r d d e v i a t i e Bij het gemidde lde is ook de va r i a t i ekoë f f i c i en t 
v e r m e l d 
8 7. Invloed van v e r s c h i l l e n d e fak toren op de i m m u n o f l u o r e s c e r e n d e c e l -
t e l lmg 
Vanwege de g ro t e m a t e van nauwkeur ighe id l eek deze methode goed 
b r u i k b a a r te zijn, hoewel de gevoel igheid duidel i jk l a g e r was dan die van de 
b u i z e n t i t r a t i e s Ti jdens het onde rzoek b leek het e c h t e r dat z e e r k le ine hoe -
vee lheden v i r u s m o e s t e n w o r d e n aangetoond. Het was d e r h a l v e noodzakel i jk 
te besch ikken over een gevoel ige me thode . Wij hebben d a a r o m onde rzoch t of 
de gevoel ighe id van de i m m u n o f l u o r e s c e n t i e - t e l m e t h o d e kon worden ve rhoogd 
V e r s c h i l l e n d e fak toren w e r d e n opnieuw onderzoch t , zoa l s de s a m e n s t e l l i n g 
van he t o n d e r h o u d s m e d i u m en de s o o r t en k o n c e n t r a t i e van het s c r u m t i jdens 
de a d s o r p t i e Zoa l s te zien is in de f iguren 5 en 6 is de invloed h i e r v a n nie t 
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No of fluorescent ce ls/microscop с f eld 
10 




02 1 2 4 5 10 20 5 10 20 5 10 20 
type and concentration of sera(%) 
Kiguur 6 Invloed v,m s o o r t t n k o n c o n t r a t i e van hct ы . т і і т ir hot a d s o r p t i t -
mt d ium op do gcvoel ight id van do fluorusci. η nde c i l - t c l l i n ¿ 
Β5Λ. bovino s o r u m i l b u m i n , IIS Ііогы s c r u m , CAS calf s c r u m , 
RS r a b b i t b o r u m Ht t gt midd-Ido o n d o b t t i n d i i r d d ν latii van 3 
b c h i i l t j c s zíjn v.'«., rgt geven 
No of fluorescent celis/microscop с f eld -
12-
0 20 40 60 80 100 
concentration of macrophage extract (%) 
F i g u u r 7 Invlood van m a k r o f a g e n e x t r a k t op do govoohghcid van do i n r r i u n o -
fluorc-scorondo col- te l l ing Uct g t m i d J o l d L on do b t a n d a a r d d e v i a t i c 
van 3 bchaa l t jos zíjn w e e r g t g e v e n 
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erg groot 
Wij lu'bbi'ii v e r v o l g e n s nagegaan of de p r o c e d u r e van \ i r u s e n t i n g . met 
n a m e de v e r v e r s i n g van med ium en het a fwassen van het \ i r u s m o k u l u m nn 
a d s o r p t i e , van be teken i s was De u i tkomsten van ve r sch i l l ende behande l i ngs -
wijzen zijn w e e r g e g e v e n m tabel 5 l iet b leek dat de gevoel ighe id duidel i jk 
kon worden verhoogd door het v i r u s me teen in o n d e r h o u d s m e d i u m te v e r d u n -
nen en het e n t i n a t e r i a a l m e t te \ e r \ v i j d e r e n en af te w a s s e n 
Tabel 5. Invloed van w a s s e n en v e r v e r s e n van m e d i u m na de a d s o r p t i e p e -
r iode op di· gevoel ighe id van de i m m u n o f l u o r e s c e r e n d e ce l - to l l ing 
Behandel ing na 6 uur a d s o r p t i e 
I Na 3 m a a l w a s s e n o n d e r h o u d s -
m e d i u m toegevoegd 
II En tmodium ve rvangen door 
o n d e r h o u d s m e d i u m 
III Kxtra 1 ml o n d e r h o u d s m e d i u m 
toegev oegd 
IV Geen behandel ing (v i rus v e r -
dund m o n d e r h o u d s m e d i u m ) 
Aanta l f l u o r e s c e r e n d e ce l len 4 
4,7 ^ 0.3 
6.9 j_ 0,6 
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 z 1 
75 ± 10 
' Gemiddeld aanta l f l u o r e s c e r e n d e ce l l en pe r gez i ch t sve ld in 3 s chaa l t j e s 
me t s t a n d a a r d d e v i a t i e 
De moei l i jkhe id was nu e c h t e r dat m o n s t e r s w a a r i n zich weinig v i r u s b e -
vond, onverdund geënt m o e s t e n worden . De m o n s t e r s worden b e r e i d door 
ce l len door midde l van b e v r i e z e n en ontdooien te v e r n i e t i g e n . Ze beva t ten dus 
een v r i j g r o t e hoevee lhe id c e l e x t r a k t , dat bij t oepass ing van do gewijz igde 
techniek - w a a r b i j v e r v e r s i n g en w a s s e n a c h t e r w e g e worden g e l a t e n - g e d u r e n -
de lange tijd in kontakt me t do ce l l en blijft. Om na te gaan of dit van invloed 
is op de u i tkomsten van de t i t r a t i e hebben wij oen e x t r a k t b e r e : d van onbeënte 
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F i g u u r 8. Invloed van de sne lhe id van c e n t r i f u g e r e n op de gevoel igheid van 
de i r r m u n o f l u o r e s c e r e n d e c e l - t e l l m g . Het g e m i d d e l d e en de 
b t a n d j a r d d e v i a t i e van 6 e x p e r i m e n t e n zijn w e e r g e g e v e n . De 
hoogs te w a a r d e van ieder e x p e r i m e n t is op 100% g e s t e l d 
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F i g u u r 9 D o s i s - r e s p o n s k u r v e van de i m m u n o f l u o r e s c e r e n d e c e l - t e l l i n g 
volgens de c e n t r i f u g e m e t h o d e Voor i e d e r e k o n c e n t r a t i e is het 
g e m i d d e l d e van 3 of 4 g l a a s j e s w e e r g e g e v e n m e t de s t a n d a a r d ­
d e v i a t i e De b e s t p a s s e n d e r e c h t e is y = 0,46x - 1,34 K o r r e l a t i e 
koëfficient r = 0,965 Aanta l w a a r n e m i n g N = 37. Tevens is het 
99% b e t r o u w b a a r h e i d s i n t e r v a l w e e r g e g e v e n 
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s u s p e n s i e toegevoegd Zoa l s uit figuur 7 is af te l ezen , heeft het c e l e x t r a k t 
een s t e r k r e m m e n d e invloed op de gevoel igheid var de t i t r a t i e Wij hebben 
v e r d e r geen onde rzoek gedaan n a a r de o o r z a a k van de r e m m e n d e werking 
Het is mogel i jk dat dit b e r u s t op de induktie van in t e r f e ron door c e l e x t r a k t 
8 8. Tel l ing van i m m u n o f l u o r e s c e r e n d e ce l len volgens de methode van Ilahon 
Hahon en m e d e w e r k e r s (Hahon, 1966, IJahon et al, 1973) hebben een 
methode b e s c h r e v e n om de duur van a d s o r p t i e van v i r u s aan cel len te b e k o r -
ten en de eff iciëntie van a d s o r p t i e te ve rhogen bij t i t r a t i e s door middel van 
de tel l ing van f l u o r e s c e r e n d e ce l l en . De v i r u s s u s p e n s i e word t na enting op 
c e l m o n o l a y c r s op een hoog t o e r e n t a l (10 000 r p m gedu rende 15 minuten) in 
een u l t r acen t r i fuge g e c e n t r i f u g e e r d De kansen op kontakt t u s s e n v i r u s en 
ce l worden op deze wijze aanz ien l i jk g r o t e r De methode w e r d t o e g e p a s t me t 
ge le k o o r t s v i r u s en a n d e r e a r b o v i r u s s e n en me t i n f luenzav i rus . 
Het leek ons van belang deze methode m ons s y s t e e m te t e s t en omdat het 
m e d i u m w a a r i n het v i r u s g e s u s p e n d e e r d i s , onder deze oms tand igheden m i n -
d e r k r i t i s c h is L 9 2 9 - c e l l e n w e r d e n gekweekt op ronde d e k g l a a s j e s me t een 
d i a m e t e r van 15 m m die in spec i a l e autoklav e e r b a r e p l a s t i c inze t s tuk jes g e -
p l a a t s t we rden De inze t s tuk jes pas ten in de bucke ts van een SW 25 r o t o r van 
een Spinco u l t r acen t r i fuge De d e k g l a a s j e s me t L 9 2 9 - c e l l e n w e r d e n gekweekt 
in p l a s t i c weef se lkweckp la ten me t 24 k o m m e t j e s m e t een d o o r s n e e van 16 mm 
(Linbro) Om deze methode zo gevoel ig mogel i jk te maken en te s t a n d a a r d i -
s e r e n zijn de op t imale d r a a i s n e l h e i d en d r a a i d u u r bepaa ld , a l s m e d e de l i nea -
r i t e i t van de d o s i s - r e s p o n s kurve en de gevoe l ighe id en nauwkeur ighe id van 
de t i t r a t i e 
In tabel 6 kan men zien dat bij c e n t n f u g a t i e op 10 000 r p m en een d r a a i -
duur van 20 minu ten nog geen opt imum gevonden is D a a r o m w e r d nu me t een 
v a s t e d r a a i d u u r van 20 minuten de snelheid g e v a r i e e r d F iguu r 8 laa t z ien 
dat de op t imale sne lhe id lag bij een t o e r e n t a l van 20 000 r p m Op grond van 
deze u i t koms ten word t de a d s o r p t i e in he t ve rvo lg u i tgevoerd me t behulp van 
c e n t n f u g a t i e gedu rende 20 minu ten op een t o e r e n t a l van 20 .000 r p m . De 
d o s i s - w e r k m g s r e l a t i e van de op deze wijze gemod i f i cee rde immunof luo-
r e s c e r e n d e c e l - t e l l i n g is w e e r g e g e v e n in figuur 9. Het bli jkt dat de ku rve in 
he t gehe le onde rzoch te gebied , dat een 90-voudig k o n c e n t r a t i e v e r s c h i l omvat , 
een l i n e a i r v e r l o o p heeft 
Om de nauwkeur ighe id van de t i t r a t i e te m e t e n w e r d eenzelfde v i r u s s u s -
pens i e 5 m a a l g e t i t r e e r d . Het v i r u s werd s t eeds even s t e r k ve rdund en deze 
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Tabel 6 Invloed van de duur van cen t r i f uge ren op de gevoel igheid van de 






P e r c e n t a g e f l u o r e s c e r e n d e c e l i o n i ' 
38,5 + 5,5 
60,5 + 6,4 
67,3 + 8,4 
100 
' l ie t gemidde lde en de s t a n d a a r d d e v i a t i e \ an 3 e x p e r i m e n t e n zijn w e e r g e g e -
ven Het aan ta l f l u o r e s c e r e n d e ce l len na 20 minuten cen t r i fuge ren van 
i ede r e x p e r i m e n t is op 100% ges te ld 
v i r u s v e r d u n n i n g w e r d op i e d e r van 4 g l a a s j e s me t L 9 2 9 - c c l l e n geënt De b e -
vindingen zijn w e e r g e g e v e n in tabel 7 De u i tkomsten van deze t i t r a t i e t e c h -
niek zijn evena l s die van de oo r sp ronke l i j ke " s t a t i o n a i r e " i m m u n o f l u o r e s -
c e r e n d e ce l - t e l l i ng goed r e p r o d u c e e r b a a r . 
Tabel 7 Nauwkeur ighe id van de i m m u n o f l u o r e s c e r e n d e c e l - t e l l m g vo lgens de 
c e n t r i f u g e - m e t h o d e 








Aanta l f l u o r e s c e r e n d e ce l len ' 
7,5 + 0,1 
6,7 + 1,2 
7,0 + 1,1 
7,7
 z 1,6 
8,2 + 0,7 
7,4 + 0,6 (8%) 
Van een v i r u s s u s p e n s i e w e r d 5 m a a l dezelfde verdunning g e m a a k t en g e -
t i t r e e r d 
Gemidde ld aan ta l f l u o r e s c e r e n d e ce l l en p e r gez i ch t sve ld van 4 g l a a s j e s m e t 
s t a n d a a r d d e v i a t i e . Bij he t gemidde lde is ook de v a n a t i e k o ë f f i c i e n t v e r m e l d 
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8. Q Vergel i jking van de gevoel igheid \ an de " s t a t i o n a i r e " en de volgens 
Hahon gewi jz igde i m m u n o f l u o r e s c e n t i e - t i t r a t i e 
Een7el fde \ i r u s s u s p e n s i e w e r d tege l i jker t i jd g e t i t r e e r d \ o l g e n s de oor­
s p r o n k e l i j k e m e t h o d e (8 1) e c h t e r z o n d e r w a s s e n (8. 7) en volgens de gewi j­
zigde methodi. (zie 8 8) De p r o e v e n w e r d e n 3 m a a l v e r r i c h t De u i t k o m s t e n 
zijn w e e r g e g e v e n in tabe l 8 E r w e r d geen duidel i jk v e r s c h i l in gevoel igheid 
en r e p r o d u c e e r b a a r h e i d t u s s e n beide m e t h o d e n gevonden 
Tabel 8 Vergel i jking van de gevoel igheid van de i m m u n o f l u o r c s c c r e n d e ce l­
tel l ing volgens de s t a t i o n a i r e m e t h o d e m e t die volgens de c e n t r i ­
fugemethode 




Aanta l cel in fek terende eenheden p e r m l (x 10^) 
S t a t i o n a i r G e c e n t r i f u g e e r d 
3,9 + 0,7 Π 4,0 + 0,6 
1,3 + 0,3 3,7 + 0,6 
1,5 + 0,5 2,9 + 0,1 
' G e m i d d e l d e van 3 s c h a a l t j e s of g l a a s j e s m e t s t a n d a a r d d e v i a t i e 
Het b leek t i jdens ons o n d e r z o e k dat de gevoel igheid van L 9 2 9 - c e l l e n van 
p r o e f tot proef w i s s e l d e Dit zou kunnen b e r u s t e n op v e r a n d e r i n g e n in de ce l-
p o p u l a t i e s t i jdens het kweken Om de e v e n t u e l e invloed h i e r v a n zo v e e l m o g e ­
lijk te b e p e r k e n w e r d een g r o t e h o e v e e l h e i d ce l len (van dezel fde o m z e t t i n g ) 
o v e r een g r o o t a a n t a l a m p u l l e n v e r d e e l d , b e v r o r e n en h i e r n a in v l o e i b a r e 
s t iks tof b e w a a r d . Voor i e d e r e t i t r a t i e w e r d nu een nieuwe a m p u l ontdooid 
De ce l len w e r d e n v e r v o l g e n s g e d u r e n d e 4 dagen in een fles gekweekt D a a r n a 
w e r d e n ze g e t r y p s i n e e r d en op d e k g l a a s j c s gekweekt v o o r i m m u n o f l u o r e s c e n -
t i e t i t r a t i e s . Met d e z e ce l len en m e t c e l l e n van de b 9 2 9 - c e l l i j n die kontinu 
w e r d v o o r t g e k w e e k t , w e r d e n op 6 v e r s c h i l l e n d e t i jds t ippen v e r g e l i j k e n d e t i ­
t r a t i e s v e r r i c h t w a a r b i j s t e e d s dezel fde v i r u s s u s p e n s i e w e r d g e b r u i k t De 
u i t k o m s t e n zijn w e e r g e g e v e n in tabe l 9 Het bli jkt dat de v a r i a b i l i t e i t a a n ­
zienl i jk k l e i n e r is in de p r o e v e n m e t ontdooide ce l len 
Met deze gewi jz igde i m m u n o f l u o r e s c e n t i e - t e l m e t h o d e b e s c h i k k e n we o v e r 
4 1 
een nauwkeur ige en r ede l i j k gevoel ige t i t r a t i e m e t h o d i e k die sne l (aflezing 
binnen 3 dagen) , z e e r nauwkeur ig en r e p r o d u c e e r b a a r i s , wel is ze v r i j 
bewerke l i j k 
Tabel 9 Onderzoek n a a r v a r i a t i e s in de gevoel igheid voor adenov i ru s van 
kontmu voor tgekweek te en g e k o n s e r v e e r d e L 9 2 9 - c c l l e n 








Aanta l f l u o r e s c e r e n d e ce l l en p e r gez i ch t sve ld U 
Kontinue kweek ¿> 
1,5 + 0,2 
4 2 + 4 
2 6 + 5 
7 + 2 
3 0 + 4 
1 3 + 4 
20 + 15 (77%) 
Ontdooid 3 ) 
34,1 + 0,8 
3 2 + 2 
3 0 + 2 
2 8 + 4 
2 5 + 4 
20,2 + 0,9 
2 8 + 5 (18%) 
' G e m i d d e l d e aan ta l f l u o r e s c e r e n d e ce l l en p e r gez i ch t sve ld m e t s t a n d a a r d -
dev ia t i e Bij he t gemidde lde van de 6 e x p e r i m e n t e n is ook de v a n a t i e -
koefficient v e r m e l d 
' De ce l l en w e r d e n s t eeds doorgekweek t en wekel i jks w e r d een gedee l t e voor 
t i t r a t i e s g e b r u i k t 
' Van een g r o o t aan ta l ident ieke ampu l l en m e t ce l l en , b e w a a r d in v l o e i b a r e 
stikstof, word t e r s t eeds eén ontdooid, na 4 dagen worden de ce l l en voor 
t i t r a t i e s g e b r u i k t 
9 DISKUSSIE 
Volgens de o n d e r z o e k e r s die de F L s t am van m u i z e n a d e n o v i r u s i s o l e e r d e n 
(Har t l ey en Rowe, I960), ontwikkel t di t v i r u s a l l een een C P E in kweken van 
M E F en SMK-ce l l en , n ie t in een r e e k s a n d e r e ce lkweken, w a a r o n d e r die van 
ma l igne m u i z e w e e f s o l s Volgens Heek et al (1972) v e r o o r z a a k t het v i r u s een 
C P E in m u i z e m e r c c l k w e k e n . In de cel l i jn L L C - M K 2 die afkomst ig is van 
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n i e r e n vdn r h e s u s n p e n werd geen C P E w a a r g e n o m e n Van d e r Veen en Mes 
(1973) b e s c h r e v e n e c h t e r dat m u i z e n a d e n o v i r u s in L 9 2 9 - c e l l e n kan worden 
gekweekt en g e t i t r e e r d Deze cel l i jn is afgeleid van een kloon van bmdweef-
se l f i b rob la s t en van een n o r m a l e mu i s Ook v, ij maak ten met s u k s e s gebru ik 
van de L929-ce l l i jn l ie t v i r u s g roe ide in deze ce l l en tot hoge t i t e r s , m a a r 
wel l a n g z a a m In buizen die met een ge r inge hoevee lhe id v i r u s zijn geënt 
ontwikkel t z ich pas na ongeveer 20 dagen een C P E Dit blijkt uit figuur 1 
Tot de twin t igs te dag na enting blijft de t i t e r s t i jgen 
Crawford (1966) b e s c h r e e f de i so la t i e van MVM uit de F L s t am van m u i -
z e n a d e n o v i r u s V e r d e r trof hij e r Po lyomav i rus in aan Of deze twee v i r u s s e n 
in ons m a t e r i a a l v o o r k w a m e n , hebben wij m e t behulp van de t oegepas t e een-
voudige me thoden niet kunnen v a s t s t e l l e n Hoewel wij geen nauwkeur ige kwan-
t i t a t i eve e x p e r i m e n t e n hebben u i tgevoerd , m e n e n wij toch te mogen a a n n e m e n 
dat de beide k o n t a m i n e r e n d e v i r u s s e n hoogs tens in g e r i n g e k o n c e n t r a t i e aan -
wezig w a r e n Voordat wij het m u i z e n a d e n o v i r u s ontvingen, was he t in m u i z e -
m e r c e l l e n (SMK) gekweekt P o l y o m a v i r u s kan ook m deze ce l l en g r o e i e n Van 
MVM is het niet bekend of het z ich in SMK ve rmen igvu ld ig t MVM g r o e i t wel 
in p r i m a i r e kweken van muize longce l l en ( P a r k e r et al , 1970) Of deze v i r u s -
sen ook in L929-ce l l en g r o e i e n , is niet duidel i jk , e r ontwikkel t z ich in deze 
ce l l en e c h t e r geen C P E (ongepub l i cee rde w a a r n e m i n g e n ) Mogelijk zijn de 
beide kon taminan ten al na enkele p a s s a g e s in L 9 2 9 - c e l l e n ve rdwenen We 
mogen a a n n e m e n dat dit me t a l le waar sch i jn l i jkhe id het geval is na de d r i e 
m a a l h e r h a a l d e " t e r m i n a l d i l u t i o n " - p r o e v e n die wij hebben u i tgevoerd 
Of deze k o n t a m i n e r e n d e v i r u s s e n in e x p e r i m e n t e n be t ref fende de v e r m e -
nigvuldiging van m u i z e n a d e n o v i r u s in makro fagen een s t o r e n d e faktor zouden 
kunnen zijn, is n ie t duidel i jk Mis sch i en zouden ze i n t e r f e r e n t i e - v e r s c h i j n -
se len kunnen v e r o o r z a k e n Hoewel makro fagen nie t gevoel ig zijn voor het 
i n t e r f e r o n dat ze zelf p r o d u c e r e n (Smith en Wagner , 1967, Al l i son , 1970), 
zou e r dan toch t i jdens de kweek en de t i t r a t i e van he t v i r u s in L929-ce l l en 
een s t o r e n d e invloed kunnen op t r eden Om een even tuee l effekt van deze on-
bekende fak toren uit te schake len , was het van belang het v i r u s zo goed m o -
gel i jk te zu ive ren 
V e r d e r is in dit ve rband het zogenaamde " L - c e l v i r u s " van belang Dit 
v i r u s w e r d in 1961 b e s c h r e v e n door Dales en Howatson Het is een C- type 
o n c o r n a v i r u s , dat in een aan ta l subl i jnen van L - c e l l e n , ook in de L 9 2 9 - s u b -
l i jnen, v o o r k o m t (Kindig en K i r s t e n , 1967) Bio log ische funkties van he t 
v i r u s zijn me t bekend C- type o n c o r n a v i r u s s e n komen in vele m u i z e w e e f s e l s 
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\ o o r en hun .icinwi'zighiiid t i jdens exp iT imen ten is moei l i jk uit te schake len 
Omdat e r in de l i t e r a t u u r slecht.s s p a a r z a m e gegevens voorh,uiden zijn 
ü \ e r t i t r â t . ь m e t mui/ .enadenovirus іь het niet goed mogel i jk de door опь 
ontwikkelde f l u o r e s c e r e n d e ce l- te l l ing te \ e r g e l i j k e n m e t a n d e r e t i t r a t i e m e ­
thodieken In verge l i jk ing met de e i n d p u n t t i l r a t i e in buizen heeft onze m e t h o ­
de m i e d e r geval a l s v o o r d e e l de k o r t e mkubat ie t i jd en v e r d e r de nauwkeur ig­
heid en r e p r o d u c e e r b a a r h e i d die ν ι rge l i j k b a a r zijn m e t die van een p laque-
proef Onze w a a r n e m i n g e n bi tref fende de l a n g z a m e a d s o r p t i e van m u i z e n -
a d e n o v i r u s aan L'lZ't- ce l len s t e m m e n o v e r e e n m e t die \ an van Nieuwstadt 
( l u 7 2 ) Ook h:j ч ond een l a n g z a m e a d s o r p t n - ( o n g e \ t ' e r 70% in 6 uur) v o o r 
mense l i jk adenovirus! type- Ζ aan humane e m b r y o n a l e l o n g c e l l e n . Kron et a l . 
( l < t 74) \ onden b: j p r o e v e n m e t a d e n o v i r u s type 19 in l í e l a - ce l len ook een z e e r 
l angzame a d s o r p t i e Z. j zagen ook het hoogste aan ta l f l u o r e s c e r e n d e ce l len 
a l s het inokulum gedurende' de gehele inkubat leti jd \ an 48 uur op de Ce'llen 
bleef 
Omdat de door ons te \ е'Гrichti-n e x p e r i m e n t e n m e t m u i z e n a d e n o v i r u s 
moe'Sten voldoen aan hoge e i s e n voor wat be t re f t de gevoel igheid van de t e s t 
e'n omdat c i d e x t r a k t in onverdund inokulum een ongunst ige invloed had op de 
gevoel igheid, was de enige uitvwg b e k o r t i n g van de a d s o r p t i e p e n o d e . Dit 
werd bere'ikt door t : | d e n s de' adsorpt ie ' m e t hoog t o e r e n t a l te Ce'ntr ifuge ren 
volgens de· methode' var. Ilehon (Н'бб) Op deze wijze w e r d de' gevoel igheid 
van de· t e s t v e r g r o o t , te-rvvijl de· re-mniende werking van c e l e x t r a k t d o o r het 
korte· kontakt lusse'n de ce l len en het .r.okulum a c h t e r w e g e bleef. 
De gevoel igheid ν an de- f l u o r e s c e r e n d e c e l - t e l l i n g komt bij van Nieuw­
stadt (1972) en bij Kron et a l . (1974) o v e r e e n m e t die var. de e i n d p u n t t i t r a t i e 
in buizen, In onze e x p e r i m e n t e n werd s t e e d s een l a g e r e gevoel igheid van de 
f l u o r e s c e r e n d e c e l - t e l l i n g gevonden, 
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Hoofdstuk 3 
VIRUSVERMENIGVULDIGING IN MAKROFAGEN 
1. INLEIDING 
Z o a l s r e e d s is o p g e m e r k t in hoofdbtuk 1. spelen m a k r o f a g e n u a a r s c h i u i -
lijk een b e l a n g r i j k e ro l bij de mfektie en p e r s i s t e n t i e van m u i z e n n d e n o v i r u s 
in de m u i s Om m e e r inz icht te krijger, in de r e l a t i e t u s s e n makrofa.tg en 
a d e n o v i r u s hebben wij in de e e r s t e p l a a t s o n d e r z o c h t of het \ i r u s zich in m a -
krofcigen kan v e r m e n i g v u l d i g e n en h i e r i n kan p e r s i s t e r e n We g e b r u i k t e n \ o o r 
dit o n d e r z o e k m a k r o f a g e n uit de p e r i t o n e a a l h o l t e . omdat die het g e m a k k e l i j k ­
s te te v e r k r i j g e n en te kweken w a r e n . Om na te gaan of en in welke m a t e 
m u i z e n a d e n o v i r u s z ich in m a k r o f a g e n k w e k e n v e r m e n i g v u l d i g t , v-erden g r o e i -
k u r v e r van het v i r u s g e m a a k t . T e r vergel i jk ing hebber, w. : ι ook de g roe i \aii 
twee .indoro m u i z e n v i r u s son, P o l y o m a v i r u s en m u i z e n h o p a t i t i s v i r u s (MIIV), m 
ons o n d e r z o e k b e t r o k k e n . V e r d e r hebben wij o n d e r z o c h t of s t i m u l e r i n g van 
m a k r o f a g e n invloed heeft op de v e r m e n i g v u l d i g i n g van v i r u s s e n in deze c e l l e n . 
2. MATERIAAL EN METHODEN 
De m a k r o f a g e n w e r d e n v e r k r e g e n uit de p e r i t o n e a a l h o l t e van ju i s t vo lwas­
sen vrouwel i jke Swiss m u i z e n ( " r a n d o m b r e d " ) die o n d e r kon\ ent ionele o m ­
s t a n d i g h e d e n w a r e n gekweekt ( C e n t r a a l D i e r e n l a b o r a t o r i u m . Ni jmegen en 
C e n t r a a l P r o e f d i e r e n Bedrijf, T N O . , Z e i s t ) . De m u i z e n worden m e t e t h e r -
d a m p gedood. Na des infekt io werd de buikhuid geopend. D a a r n a v,erd door de 
buikwand h e e n 4 ml E a g l e ' s m e d i u m voor s u s p e n s i e k w e k e n m e t 2 U h é p a r i n e 
p e r ml en an t ib io t ika in de pe r i t oneaa lho l t e gespo ten . Na 10 minuten word de 
p e r i t o n e a a l h o l t e leeg gezogen m e t een in jek t iespui t en w e r d de vloeis tof in 
een g e s i l i k o n e e r d e buis opgevangen. Do ce l len w e r d e n e e n m a a l g e w a s s e n 
door ze gedu rende 10 minu ten bij 1000 rpm te c e n t r i f u g e r e n en voorz ich t ig 
te r o s u s p o n d e r e n in nieuw m e d i u m . Daa rna w e r d e n de ce l l en opnieuw gecen -
t r i f ugee rd en g e r e s u s p e n d c e r d in een kle ine hoevee lhe id kwoekmed ium, b e -
s t aande uit Medium 199 (Gibco) me t 0,28 g r b i c a r b o n a a t pe r l i t e r , 20% 
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geinakt i\ e c r d kalf s s e r u m , 50 U penic i l l ine on 50 , g r s t r e p t o m y c i n e p e r m l . 
De c e l k o n c e n t r a t i e w e r d m e t behulp van een h a e m o c y t o m e t e r b e p a a l d . De 
c e l s u s p e n s i e w e r d v e r v o l g e n s m e t k w e e k m e d i u m \ e r d u n d tot een k o n c e n t r a t i e 
\ an 1 of 2 χ 10 ce l len p e r ml en over buizen v e r d e e l d l e d e r e buis b e v a t t e 
1 ml \ an deze c e l s u s p e n s i e De buizen w e r d e n a fges lo ten en in een schuine 
pos i t ie bij 36 С g e i h k u b e e r d Na 2 uur w e r d het m e d i u m v e r v e r s t om de m e t 
gehechte ce l len te v e r w i j d e r e n De g e h e c h t e ce l len zul len in het vervolg wor­
den aangeduid a ls m a k r o f a g e n We zijn ons e c h t e r bewust dat de m a k r o f a g e n -
kweken \ e r m o e d e l i j k in g e r i n g e m a t e m e t a n d e r e ce l len, zoa l s polymorf-
k e r m g c leukocyten en lymfocyten, v e r o n t r e i n i g d zijn De m a k r o f a g e n k w e k e n 
•vierden v e r d e r in schuine p o s i t i e bij 3 6 0 C g e l n k u b e e r d . Na 72 uur w e r d e n ze 
voor de v i r o l o g i s c h e p r o e v e n gebruikt , tenz i j a n d e r s v e r m e l d 
De h e r k o m s t en kv. e e k m e t h o d e n van L 9 2 ' ! - c e l l e n en SMK- ce l len die v o o r 
t i t r a t i e van respe kt ievel i jk m u i z e n a d e n o \ i r u s en p o l y o m a \ i r u s w e r d e n ge­
b r u i k t , 7ijn in hoofdstuk 2 b e s c h r e v e n Voor p r o e v e n m e t MHV w e r d e n NCTC 
1469-cel len g e b r u i k t . De NCTC 1469-celler. w e r d e n in 1971 v e r ­
k r e g e n van de A m e r i c a n Type C u l t u r e Col lec t ion (ATCC) Ze w e r d e n ge­
kweekt m NCTC m e d i u m 109 (Difco) m e t 20% gei 'nakt iveerd p a a r d e s e r u m , 
penic i l l ine en k a n a m y e m e ( r e s p 50 U en 50 , g r p e r ml) Om de 3 of 4 dagen 
w e r d het m e d i u m v e r v a n g e n door v e r s m e d i u m z o n d e r s e r u m . D a a r n a w e r d e n 
de c e l l e n d o o r flink schudden van de g laswand l o s g e m a a k t Aan de zo v e r ­
k r e g e n c e l s u s p e n s i e w e r d nu w e e r s e r u m toegevoegd, w a a r n a d e z e over het 
dubbele a a n t a l f l e s s e n w e r d v e r d e e l d Na enting van v i r u s w e r d o n d e r h o u d s -
m e d i u m toegevoegd Het o n d e r h o u d s m c d i u m b e v a t t e 5% k i p p e s e r u m in p l a a t s 
van p a a r d e s e r u m 
M u i z e n h e p a t i t i s v i r u s , s t a m MIIV-3, w e r d in 1969 v e r k r e g e n van de 
A T C C . Het v i r u s w e r d in ons l a b o r a t o r i u m v i e r m a a l g e p a s s e e r d in L929-
c e l l c n en d a a r n a twee m a a l in NCTC 1469-cel len. De t i t r a t i e s van MHV-3 
w e r d e n u i t g e v o e r d in b u i z e n m e t NCTC 1469-cel len, w a a r b i j 4 bu izen p e r 
10-voudige v e r d u n n i n g w e r d e n g e b r u i k t . De t i t r a t i e s w e r d e n na 5 dagen afge­
l e z e n 
De m a k r o f a g e n k w e k e n w e r d e n s t e e d s g e d u r e n d e 72 uur g e l n k u b e e r d v o o r ­
dat ?e m e t v i r u s w e r d e n beent De kweken w e r d e n e e n m a a l g e w a s s e n m e t 
P B S - g l u c o s e (PBS m e t 10 g r g lucose en 10 m g r fenolrood p e r l i t e r ) H i e r n a 
w e r d 1 ml v i r u s s u s p e n s i e toegevoegd Het v i r u s was v e r d u n d in k w e e k m e ­
dium voor m a k r o f a g e n dat in p l a a t s van ZOK nu 10% k a l f s s e r u m b e v a t t e . Na 
een d d s o r p l i e p e r i o d e , w a a r v a n de duur afhankeli jk was van het g e b r u i k t e 
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v i r u s , w e r d e n de ce l len twee m a a l g e w a s s e n om het m e t g e a d s o r b e e r d e v i r u s 
te v e r w i j d e r e n Vervo lgens w e r d e n de beënte kweken bij 36 0 C ge ihkubee rd 
Op λ e r s c h i l l e n d e t i jds t ippen na enting w e r d e n m o n s t e r s g e n o m e n d o o r s t e e d s 
2 of 3 buizen bij -60 С te p l a a t s e n Na beëindiging van het gehe le e x p e r i m e n t 
w e r d e n di bu izen d r i e m a a l b e v r o r e n en ontdooid om het v i r u s uit de ce l l en 
v r i j te la ten komen D a a r n a w e r d de inhoud van de buizen die op hetze l fde 
t i jds t ip w a r e n geoogs t , b i jeen gevoegd. Het c e l d e b r i s w e r d door cen t r i fuge -
r e n v e r w i j d e r d (10 min . bij 2000 rpm) De bovens taande v loeis tof w e r d w e e r 
bij - 6 0 o C b e w a a r d tot he t m o m e n t van de t i t r a t i e Tenzi j a n d e r s v e r m e l d 
w e r d e n de v i r u s t i t r a t i e s die d ienden voor he t maken van v e r m e m g v u l d i g i n g s -
ku rven , u i tgevoerd a l s e indpun t t i t r a t i e s in buizen P e r 10-voudige v e r d u n -
ning w e r d e n s t e e d s 4 ku i tu r en been t . De t i t r a t i e s van m u i z e n a d e n o v i r u s en 
P o l y o m a v i r u s w e r d e n gedu rende 21 dagen aangehouden en twee m a a l p e r week 
v e r v e r s t De t i t r a t i e s van MIIV-3 werden 5 dagen aangehouden en nie t v e r -
v e r s t 
3 VERMENIGVULDIGING VAK MUIZENADENOVIRUS IN NORMALE EN G E -
STIMULEERDE MAKROFAGEN 
3 1 V i ru sve rmen igvu ld ig ing in 3 dagen-oude kweken 
Wij hebben e e r s t g r o e i k u r v e n g e m a a k t van m u i z e n a d e n o v i r u s in kweken 
van n o r m a l e makro fagen , dat wil zeggen van aan g la s gehech te ce l l en uit de 
buikhol te van n o r m a l e , onbehandelde mu izen In a l le p roeven w e r d e n v r o u -
wel i jke mu izen g e b r u i k t De g r o e i k u r v e n in deze ku i tu ren w e r d e n v e r g e l e k e n 
m e t die in kweken van g e s t i m u l e e r d e m a k r o f a g e n De l a a t s t g e n o e m d e kweken 
bes tonden uit ce l l en uit de pe r i t oneaa lho l t e van mu izen die d r i e dagen t e -
v o r e n i n t r a p e r i t o n e a a l m e t 2 ml t h iog lyco l l aa tmed ium (Difco) w a r e n i nge -
spoten De opb rengs t aan ce l l en p e r muis word t h i e r d o o r s t e r k v e r g r o o t , 
m a a r t evens v e r a n d e r t he t a spek t van de ce l l en in de ku i tuur De g e s t i m u -
l e e r d e ce l l en hech ten z ich s n e l l e r aan g la s en hun c y t o p l a s m a is s t e r k geva -
k u o l i s e e r d ( F e d o r k o en H i r s c h 1970) We s p r e k e n h i e r b i j over s t i m u l a t i e van 
makro fagen door i n t r a p e r i t o n e a a l i r r i t e r e n d e stoffen om een o n d e r s c h e i d te 
m a k e n m e t de ak t iva t i e van m a k r o f a g e n die b e s c h r e v e n is in hoofdstuk 1 1 3 
Akt iva t ie on t s t aa t onde r invloed van endotoxinen of een c h r o n i s c h o n t s t e k i n g s -
p r o c e s . Een b e s p r e k i n g van de v e r s c h i l l e n in e igenschappen t u s s e n g e s t i m u -
l e e r d e en g e a k t i v e e r d e m a k r o f a g e n word t gegeven in hoofdstuk 4 . In de l i t e r a -










days after infection 
F i g u u r 10 Vormemgvuld ig ing van m u i z e n a d o n o v i r u s in m e t th iog lyco l laa t 
g t ' s t i m u l e e r d e on o n g e s t i m u l e e r d e makrof . igt 'n. De g c k o m b i n e e r -
de r e s u l t a t e n van 4 e x p e r i m e n t e n m e t de s t a n d a a r d d e v i a t i e /ijn 
w e e r g e g e v e n . De s t ippel l i jn geeft de b e r e k e n d e w a r m t e - i n a k t i -
vat ie bij 36 С w e e r . 
No of fluorescent cel's/microscopic field — 
,—x 106 TCID5o/ml 
o—o 105 TCIDso/ml 
ù i 10* TCIDso/ml 






days after infection 
F i g u u r 11 Invloed van de m u l t i p l i c i t e i t van infektie op de v e r m e n i g v u l d i g i n g 
van m u i z e n a d e n o v i r u s in m e t t h i o g l y c o l l a a t g e s t i m u l e e r d e m a -
krofagen Het g e m i d d e l d e van de tel l ing in 3 s c h a a l t j e s is w e e r ­
gegeven. 
4 8 
akt iva t ie van m a k r o f a g e n m e t s t eeds worden o n d e r s c h e i d e n 
Bij deze e x p e r i m e n t e n w e r d een adso rp t i e t i j d van 24 uur gekozen Me-
teen na enting we rden m o n s t e r s genomen en v e r d e r na 24 uur w a n n e e r het 
inokulum door afwassen was v e r w i j d e r d en op de 7e, 14e en 21e dag Te lkens 
w e r d twee m a a l pe r week het m e d i u m van de kweken v e r v e r s t In figuur 10 
zijn de r e s u l t a t e n van deze p roeven w e e r g e g e v e n , w a a r b i j s t e e d s de t i t r a t i e -
r e s u l t a t e n van v i e r e x p e r i m e n t e n zijn samengevoegd , zodat de be reken ing is 
g e b a s e e r d op 16 buizen p e r verdunning De t i t e r s zijn be r ekend volgens de 
me thode van Reed en Mucnch (1938) Om een indruk te k r i jgen van de s p r e i -
ding van de r e s u l t a t e n zijn de s t a n d a a r d d e v i a t i e s u i tge rekend volgens de e m -
p i r i s c h e methode van P i z z i (1950) E r werd een o p merk e l i j k v e r s c h i l gevon-
den in v i r u s t i t e r s t u s s e n n o r m a l e en g e s t i m u l e e r d e makrofagenkweken , w a a r -
bij de l a a t s t e een hoge produkt ie te z ien gaven De g e s t i m u l e e r d e m a k r o f a g e n -
7 ? kweken p r o d u c e e r d e n ongeveer 10 ' T C I D C Q p e r ml , t e rwi j l in de onges t i -
m u l e e r d e kweken a l l een een ge le ide l i jke afname van de t i t e r s was te z ien 
Dit is een v e r r a s s e n d r e s u l t a a t , d a a r in de l i t e r a t u u r u i t s lu i tend melding 
word t g e m a a k t van het g r o t e r e v e r m o g e n van g e s t i m u l e e r d e makro fagen om 
infek te rende m i k r o - o r g a m s m e n , w a a r o n d e r ook v i r u s s e n , af te b r e k e n en 
onschade l i jk te maken (H i r s ch et al , 1970, Al len en Mudd, 1973) 
3 2 Invloed van de leefti jd van makrofagenkweken 
De in de v o r i g e p a r a g r a a f b e s c h r e v e n e x p e r i m e n t e n w e r d e n u i tgevoerd 
m e t kweken die op het t i jds t ip van de v i rusen t ing 3 dagen oud w a r e n Het is 
mogel i jk dat de gevoel ighe id van makro fagen t i jdens deze pe r iode van kweken 
in een m e d i u m m e t een re la t i e f hoge koncen t r a t i e (20%) van s o o r t v r e e m d 
s e r u m v e r a n d e r t Om dit na te gaan hebben wij enkele e x p e r i m e n t e n u i tge-
voe rd w a a r b i j de makro fagen m e t e e n na he t hech ten aan g las en he t v e r w i j d e -
r e n van de nie t gehech te ce l len m e t v i r u s beent w e r d e n De m o n s t e r s voor 
v i r u s t i t r a t i c w e r d e n v e r d e r op dezelfde t i jds t ippen genomen , dus m e t e e n na 
he t enten, na 24 uur a d s o r p t i e en na 7, 14 en 21 dagen Deze p roeven w e r d e n 
d r i e m a a l u i tgevoerd , zowel me t n o r m a l e a ls me t t h iog lyco l l aa tmakro fagen 
De s amengevoegde r e s u l t a t e n van deze e x p e r i m e n t e n zijn w e e r g e g e v e n in 
tabe l 10 In v e r s e kweken van m e t - g e s t i m u l e e r d e makro fagen w e r d geen v i -
r u s v e r m e m g v u l d i g i n g w a a r g e n o m e n , in die van g e s t i m u l e e r d e ce l len wel 
Verge l i jk ing van deze u i t koms ten m e t die in 3 dagen-oude kweken (figuur 10) 
l a a t z ien da t he t v e r s c h i l in leeft i jd van de kweken m e t van invloed was op de 
m a t e van v i r u s v e r m e n i g v u l d i g i n g 
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Tabel 10. Vermenigvu ld ig ing van m u i z e n a d e n o v i r u s in v e r s e m a k r o f a g e n -
kweken 
Soor t Makrofagen 
N o r m a l e makro fagen 
Th iog lyco l l aa tmakro fagen 
T i t e r (log TCID50) op v e r s c h i l l e n d e dagen 
na enting van a d e n o v i r u s *) 
O2) 1 3 ) 7 14 21 
5,2 4,5 4,3 4,0 3,2 
5,5 3,8 4,0 7,3 8,6 
' Gemidde lde van 3 e x p e r i m e n t e n 
' Meteen na he t enten 
Na a fwassen van het inokulum 
3 3 Invloed van de mu l t i p l i c i t e i t van infektie 
In enkele e x p e r i m e n t e n werd onde rzoek v e r r i c h t n a a r de invloed van de 
mu l t i p l i c i t e i t van mfekt ie op het v e r l o o p van de g r o e i k u r v e n van he t v i r u s in 
kweken van th iog lyco l l aa tmakro fagen . Een g roo t aan ta l k u l t u r c n van g e s t i -
m u l e e r d e makro fagen w e r d 72 uur na het aan leggen been t m e t m u i z e n a d e n o -
v i r u s in v e r s c h i l l e n d e k o n c e n t r a t i e s , r e s p e k t i e v e l i j k 10 , 10 , 10 en 10 
T C I D C Q Op dezel fde t i jds t ippen a l s die van de voo rgaande p r o e v e n (3 1) 
w e r d e n w e e r m o n s t e r s van 2 of 3 buizen genomen De t i t r a t i e s van deze m o n -
s t e r s w e r d e n u i tgevoerd m e t de i m m u n o f l u o r e s c e r e n d e ce l - t e l l i ng vo lgens de 
s t a t i o n a i r e me thode , zoa l s b e s c h r e v e n in hoofdstuk 2 8 1 Al le t i t r a t i e s 
w e r d e n me t dezelfde ba tch ce l l en u i tgevoerd , m e t 3 s chaa l t j e s p e r v i r u s -
m o n s t e r De r e s u l t a t e n van een van de e x p e r i m e n t e n zijn a l s voo rbee ld w e e r -
gegeven in figuur 11 Uit de figuur bli jkt , dat in ku i tu ren die m e t een l a g e r e 
k o n c e n t r a t i e v i r u s zijn beent , de v i r u s v e r m e n i g v u l d i g i n g wat l a t e r op gang 
komt Bij een inokulum van 10° T C I D C Q IS de mu l t i p l i c i t e i t van de infektie 
ongevee r 2, omda t van de 10 ce l l en die in kweek w e r d e n g e b r a c h t , ongevee r 
de helft aan g las hech t We n e m e n aan da t in di t geva l v r i jwe l a l le g e -
voel ige ce l l en m e t e e n w o r d e n ge ln fek tee rd Bij een l a g e r e mu l t i p l i c i t e i t zijn 
h i e r v o o r eén of m e e r infekt iecykl i nodig, zodat de m a x i m a l e v i r u s t i t e r l a t e r 
b e r e i k t word t De makro fagen l i jken t i jdens de l angdur ige inkubat ie wel g e -
voel ig te bl i jven voor mfek t i e . De la te t i t e r s t i j g ing bij z e e r lage mu l t i p l i c i t e i t 
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wijs t h i e r o p 
3 4 I m m u n o f l u o r e s c e n t i e in makro fagen 
Met behulp van de i m m u n o f l u o r e s c e n t i e r e a k t i e kunnen v i r u s a n t i g e n e n in 
ce l l en z i c h t b a a r g e m a a k t worden Wij hebben deze techniek gebru ik t om te 
t r a c h t e n na te gaan welk p e r c e n t a g e van de makro fagen in een me t m u i z e n -
adenov i ru s beénte kweek was gc ln fek tee rd D a a r t o e we rden n o r m a l e en th io-
g l y c o l l a a t m a k r o f a g e n op d e k g l a a s j e s gekweekt en beent me t 10" T C I D - Q v i r u s 
p e r ku i tuur Meteen na he t enten en v e r v o l g e n s 2 m a a l p e r week w e r d e n e r 
enke le g l a a s j e s g e w a s s e n me t PBS , ge f ixeerd me t me thano l , behandeld me t 
ve rdund m e n s e l i j k a n t i s e r u m en d a a r n a voor i m m u n o f l u o r e s c e n t i e gek leu rd , 
zoa l s b e s c h r e v e n is in hoofdstuk 2 8 1 D a a r n a w e r d e n de g l a a s j e s b t k e k e n 
m e t de f l u o r e s c e n t i e m i k r o s k o o p Tegen de ve rwach t ing in w e r d in geen enkel 
p r e p a r a a t i m m u n o f l u o r e s c e n t i e w a a r g e n o m e n De o o r z a a k h i e r v o o r zou 
kunnen zijn dat e r p e r makrofaag heel weinig v i r u s g e p r o d u c e e r d w o r d t . Het 
is ook denkbaa r dat e r in makro fagen , in t egens te l l ing tot L 9 2 9 - c e l l e n en 
SMK-ce l l en , b i j zonder weinig v i r u s a n t i g e n e n g e v o r m d w o r d e n die k r u i s r e a k -
t ies geven m e t het mense l i j ke a n t i s e r u m De l a a t s t g e n o e m d e v e r k l a r i n g li jkt 
e c h t e r m i n d e r w a a r s c h i j n l i j k . 
3 5 W a r m t e - m a k t i v a t i e van m u i z e n a d e n o v i r u s 
De l a n g z a m e daling van de t i t e r van m u i z e n a d e n o v i r u s in ge in fek tce rde 
kweken van n o r m a l e , m e t g e s t i m u l e e r d e makro fagen (figuur 10) zou u i t s l u i -
tend he t gevolg kunnen zijn van w a r m t e - i n a k t i v a t i e Het is e c h t e r ook m o g e -
li jk dat he t v e r l o o p van de kurve mede word t beïnvloed door eventuele i n t r a -
c e l l u l a i r e over lev ing van v i r u s of m i s s c h i e n zelfs door g e r i n g e v i r u s - v e r -
mcnigvuldig ing Om dit te b e o o r d e l e n hebben wij onde rzoek gedaan n a a r de 
sne lhe id van inak t iver ing van m u i z e n a d e n o v i r u s in de w a r m t e Omdat de aan -
wezigheid van ce l l en op zich r e e d s een c o n s e r v e r e n d e werking zou kunnen 
hebben, w e r d e n de p r o e v e n v e r r i c h t in buizen m e t kui turen van g e s t i m u l e e r d e 
makro fagen die e c h t e r voor g e b r u i k eén m a a l w e r d e n b e v r o r e n en ontdooid 
om de ce l l en te doden H i e r n a w e r d e n p e r ku l tuurbu i s 10° T C I D J Q m u i z e n -
a d e n o v i r u s toegevoegd Vervo lgens w e r d e n de bu izen bij 36 0 C g e p l a a t s t Om 
de 3 of 4 dagen w e r d e n e r 2 bu izen bij -60 С g e z e t Na 21 dagen w e r d e n a l le 
m o n s t e r s 3 m a a l b e v r o r e n en ontdooid en om het c e l d e b r i s te v e r w i j d e r e n 
w e r d e n ze g e d u r e n d e 10 m i n u t e n bij 2000 r p m g e c e n t r i f u g e e r d De boven-
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24 48 72 
hours after nfection 
F i g u u r 12 V e r m e n i g v u l d i g i n g van MHV-3 in m e t t h i o g l y c o l l a a t g e s t i m u l e e r ­
de en o n g e s t i m u l e e r d e m a k r o f a g e n De g e k o m b m e e r d e r e s u l t a t e n 
van 4 e x p e r i m e n t e n m e t de s t a n d a a r d d e v i a t i e zijn w e e r g e g e v e n 








days after infection 
F i g u u r 13 Vermenigvuld ig ing van P o l y o m a v i r u s in m e t t h i o g l y c o l l a a t ge­
s t i m u l e e r d e en m e t g e s t i m u l e e r d e m a k r o f a g e n De g e k o m b m e e r ­
de r e s u l t a t e n van 4 e x p e r i m e n t e n m e t de s t a n d a a r d d e v i a t i e zijn 
w e e r g e g e v e n 
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s taande v loe is tof v^crd onverdund g e t i t r e e r d in L 9 2 9 - c e l l e n m e t behulp van de 
i m m u n o f l u o r e s c e r e n d c c e l - t e l l m g me t de cen t r i fugemethode (hoofdstuk 2 
8 8) P e r t i jds t ip w e r d e n 2 of 3 g l a a s j e s ge te ld 
De l o g a r i t h m e van he t gemidde lde aan ta l f l u o r e s c e r e n d e ce l len in 50 g e -
z i ch t sve lden van i e d e r g l a a s j e w e r d u i tgeze t tegen de tijd Met behulp van 
de methode van de k l e in s t e k w a d r a t e n w e r d de b e s t p a s s e n d e r e c h t e door deze 
punten b e r e k e n d Op grond van deze r e c h t e kan de ha l fwaarde t i jd van het 
v i r u s bij een t e m p e r a t u u r van 36 0 C worden g e s c h a t op ongevee r 8 dagen Dit 
houdt in dat de log t i t e r in 27 dagen me t 1 a fneemt Om de be t eken i s van dit 
gegeven duidel i jk te m a k e n is de inakt iva t ie van he t v i r u s a l s een s t ippel l i jn 
aangegeven in figuur 10 Men z ie t dat de v i r u s t i t e r s in de m e t g e s t i m u l e e r d e 
makro fagenkweken aanvanke l i jk gel i jk zijn aan de t i t e r s die vo lgens de inak-
t i va t i eku rve worden v e r w a c h t Na 2 en 3 weken zijn de t i t e r s in de m a k r o f a -
genkweken e c h t e r l a g e r Dit zou kunnen b e r u s t e n op een s n e l l e r e inak t iva t ie 
van v i r u s binnen de makro faag Het m e d i u m van de makro fagenkweken w e r d 
twee m a a l p e r week v e r v e r s t w a a r d o o r he t in de v loe is tof aanwez ige v i r u s 
s t e r k w e r d verdund Dit heeft e c h t e r s l e c h t s weinig effekt op de u i te indel i jke 
v i r u s t i t e r omdat - a l s we a a n n e m e n dat v i r u s r e p l i k a t i e van m u i z e n a d e n o v i r u s 
net zo ve r loop t a l s die van mense l i j ke a d e n o v i r u s s e n - s l e c h t s ongevee r 2-6% 
van de g e v o r m d e v i n o n e n in het kweekmed ium v r i j k o m e n Op grond van de 
bevindingen be t re f fende de w a r m t e - m a k t i v e r i n g van m u i z e n a d e n o v i r u s mogen 
we dus a a n n e m e n dat he t v i r u s z ich z e e r w a a r s c h i j n l i j k m e t v e r m e n i g v u l d i g t 
in kweken van n o r m a l e makro fagen en h i e r i n evenmin l a n g e r over lee f t 
4 VERMENIGVULDIGING VAN POLYOMAVIRUS EN MHV-3 IN NORMALE 
EN GESTIMULEERDE MAKROFAGEN 
Om na te gaan of he t g ro t e v e r s c h i l in v i r u s p r o d u k t i e t u s s e n g e s t i m u l e e r -
de en n o r m a l e makro fagen een speci f ieke e i g e n s c h a p is van m u i z e n a d e n o -
v i r u s , w e r d e n ook g r o e i k u r v e n g e m a a k t van enkele a n d e r e v i r u s s e n Wij 
hebben h i e r v o o r twee v i r u s s e n gekozen , r e s p e k t i e v e l i j k P o l y o m a v i r u s dat 
evena l s m u i z e n a d e n o v i r u s een DNA v i r u s is da t z ich m de k e r n v e r m e n i g v u l -
digt , en m u i z c n h e p a t i t i s v i r u s , s t a m MHV-3 , een RNA v i r u s De p r o e v e n 
w e r d e n op dezelfde wijze v e r r i c h t a l s die m e t m u i z e n a d e n o v i r u s m e t u i tzon-
de r ing van de t i jds t ippen van oogs ten 
In figuur 12 zi jn de r e s u l t a t e n van de e x p e r i m e n t e n m e t MHV-3 w e e r g e -
geven De adso rp t i e t i j d was 2 uu r . Omdat MHV-3 een sne l g r o e i e n d v i r u s i s , 
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zijn de m o n s t e r s in deze p roeven me teen na enting genomen en v e r d e r na 2 
uur (nadat het inokulum was afgewabsen) en na 24 48 en 72 uur De r e s u l t a -
ten \ an v i e r e x p e r i m e n t e n zijn w e e r samengevoegd Zoa l s uit de figuur blijkt , 
is e r wel een v e r s c h i l in v i r u s p r o d u k t i e te zien Het v e r s c h i l is e c h t e r m e t 
zo g roo t a l s in de p roeven me t m u i z e n a d e n o v i r u s In de g e s t i m u l e e r d e m a -
krofagenkv.eken werd ongeveer 24 maa l zo vee l v i r u s g e p r o d u c e e r d a l s in de 
onges t im ui e e r d e 
De r e s u l t a t e n van de p roeven met Po lyomav i rus zijn in figuur 13 w e e r g e -
geven De adsorp t i c t i j d was 24 uur De m o n s t e r s w e r d e n op dezelfde t i jd-
s t ippen genomen a l s in de p roeven me t m u i z e n a d e n o v i r u s , omdat Po lyoma-
v i r u s z ich l a n g z a a m ve rmen igvu ld ig t In de o n g e s t i m u l e e r d e kweken werd 
w e l i s w a a r een duidel i jke v i r u s p r o d u k t i e w a a r g e n o m e n , m a a r deze was vee l 
k l e ine r dan die m de g e s t i m u l e e r d e kweken De opbrengs t in de l a a t s t g e n o e m -
de kweken was ongevee r 40 000 maa l g r o t e r dan die in de o n g e s t i m u l e e r d e 
kweken De hoge v i r u s p r o d u k t i e in g e s t i m u l e e r d e mdkrofagen bleek dus geen 
speci f ieke e igenschap \ an m u i z e n a d e n o v i r u s te zijn Ook de beide a n d e r e 
onde rzoch te v i r u s s e n ve rmen igvu ld igden zich s t e r k e r in g e s t i m u l e e r d e ce l len 
Dit was voo ra l duidel i jk in de p roeven m e t P o l y o m a v i r u s , vee l m i n d e r du ide -
lijk in die met MIIV-3 
5 INVLOED VAN ANDERE WIJZEN VAN STIMULATIE EN AKTIVA TIE OP 
DE VIRUSVERMENIGVULDIGING 
Nadat was v a s t g e s t e l d dat de hoge v i r u s p r o d u k t i e in g e s t i m u l e e r d e m a -
krofagen geen speci f ieke e igenschap was van m u i z e n a d e n o v i r u s , hebben we 
onde rzoch t of het v e r s c h i j n s e l een spec i a l e e igenschap van de th iog lyco l l aa t -
s t imu laUe was Met het oog h i e r o p hebben we kweken g e m a a k t van m a k r o -
fagen die afkomst ig w a r e n van muizen die op v e r s c h i l l e n d e m a n i e r e n w a r e n 
voorbehande ld Hie rb i j w e r d e n onder m e e r methoden toegepas t w a a r v a n het 
bekend is dat h i e r d o o r makro fagen worden g e s t i m u l e e r d . S teeds w e r d on-
d e r z o c h t of en in welke ma te m u i z e n a d e n o v i r u s zich in deze kweken v e r m e -
nigvuldigde Ir enke le e x p e r i m e n t e n w e r d ook de gevoel ighe id van de kweken 
voor Po lyomav i rus g e m e t e n 
5 1. Akute infektie me t adenov i ru s 
E e r s t hebben we een onde rzoek gedaan n a a r het effekt van een akute v i r u s -
infektie Het l eek ons van belang na te gaan of makro fagen m i s s c h i e n t i jdens 
54 
een akute v i r u s m f e k t i e " p e r m i s s i v e ' worden voor de ve rmen igvu ld ig ing van 
v i r u s s e n , die z ich n o r m a a l n ie t in de makro faag v e r m e n i g v u l d i g e n Gekozen 
w e r d voor een m t r a n a s a l e infekt ie , n ie t voor een i n t r a p e r i t o n e a l e mfekt ie 
om het p e r i t o n e u m nie t kuns tma t ig door de injekt ie te p r ikke l en De mu izen 
k r e g e n m t r a n a s a a l 10-* TCIDcg m u i z e n a d e n o v i r u s of 10 T C I D C Q Po lyomav i ru s 
toegediend De ge lh fek t ee rde mu izen w e r d e n in I s o l a t o r e n g e p l a a t s t , w a a r i n 
een o n d e r d r u k aanwezig was om v e r s p r e i d i n g van he t v i r u s en k ru i s i n f ek t i e s 
te v e r h i n d e r e n Een week l a t e r w e r d e n kweken van makro fagen van deze 
mu izen g e m a a k t en beent m e t v i r u s De wijze w a a r o p de kweken w e r d e n a a n -
ge legd , he t t i jds t ip van v i r u s e n t i n g , de duur van a d s o r p t i e en de t i jds t ippen 
w a a r o p m a t e r i a a l voor v i r u s t i t r a t i e s w e r d geoogs t , w a r e n gel i jk aan die in 
de p roeven me t door th iog lycol laa t g e s t i m u l e e r d e m a k r o f a g e n . E r w e r d e n 
g r o e i k u r v e n g e m a a k t voor m u i z e n a d e n o v i r u s en P o l y o m a v i r u s . De r e s u l t a t e n 
van deze e x p e r i m e n t e n zijn w e e r g e g e v e n in f iguur 14 en 15 Wannee r we de 
gegevens van figuur 14 ve rge l i j ken me t die van figuur 10, dan bli jkt dat 
de gevoel ighe id van makro fagen voor m u i z e n a d e n o v i r u s n ie t v e r a n d e r t t i jdens 
de akute fase van de v i r u s m f e k t i e , a l thans n ie t op he t door ons gekozen t i jd-
s t ip In de makrofagenkweken van gei 'nfekteerde m u i z e n is een ge le ide l i jke 
dal ing van de t i t e r s van het h i e r i n geën te m u i z e n a d e n o v i r u s te z ien Hetzelf-
de pa t roon was w a a r g e n o m e n in o n g e s t i m u l c e r d e kweken van makro fagen van 
n o r m a l e muizen (figuur 10) De gevoel igheid van m a k r o f a g e n voor Po lyoma-
v i r u s v e r a n d e r t evenmin t i jdens een akute v i r u s m f e k t i e Een verge l i jk ing van 
de f iguren 13 en 15 l aa t z ien dat e r in makro fagen van zowel gei 'nfekteerde 
a l s n o r m a l e muizen een g e r i n g e ve rmen igvu ld ig ing van Po lyomav i ru s p l aa t s 
v ind t . 
5 2 P e r s i s t e r e n d e infektie me t adenov i ru s 
We hebben v e r v o l g e n s een onderzoek gedaan n a a r de gevoe l ighe id van 
makro fagen voor m u i z e n a d e n o v i r u s bij mu izen w a a r b i j een p e r s i s t e r e n d e 
infekt ie m e t m u i z e n a d e n o v i r u s was g e ï n d u c e e r d . De mu izen w e r d e n m t r a n a -
s a a l m e t 10 J T C I D C Q m u i z e n a d e n o v i r u s gefnfekteerd Ze w e r d e n in I s o l a t o r e n 
g e p l a a t s t Dr ie maanden l a t e r w e r d e n uit de p e n t o n e a a l h o l t e makro fagen 
geoogs t We mogen a a n n e m e n dat op dit t i jds t ip een p e r s i s t e r e n d e mfekt ie 
m e t a d e n o v i r u s aanwezig i s , w a a r b i j he t v i r u s in v r i j hoge k o n c c n t r a t i e in de 
u r ine word t aanget rof fen (van d e r Veen en Mes , 1973). Kweken van de 
geoogs te makro fagen w e r d e n been t me t m u i z e n a d e n o v i r u s en P o l y o m a v i r u s 







о—o adenovirus-mfected mice 
•—· polyomavirus-infected mice 
14 21 
days after infection 
F i g u u r 14 Vermenigvu ld ig ing van m u i z e n a d e n o v i r u s in m a k r o f a g e n van 
m u i z e n die 7 dagen t e v o r e n m e t a d e n o v i r u s of P o l y o m a v i r u s zijn 
gei 'nfekteerd De g e k o m b m e e r d e r e s u l t a t e n van 4 e x p e r i m e n t e n 




macrophages f r o m 
о—о adenovirus-mfected mice 
•—· Polyomavirus infected mice 
14 21 
days after infection 
F i g u u r 15 Vermenigvu ld ig ing van P o l y o m a v i r u s in m a k r o f a g e n van m u i z e n 
die 7 dagen t e v o r e n m e t a d e n o v i r u s of m e t P o l y o m a v i r u s zijn 
g e i n f e k t e e r d De g e k o m b i n e e r d e r e s u l t a t e n van 4 e x p e r i m e n t e n 
zijn w e e r g e g e v e n m e t de s t a n d a a r d d e v i a t i e 
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menton m e t makro fagen van mu izen t i jdens de akute fase van v i r u s i n f e k t i e s 
w a r e n geb ru ik t (5 1) Bovendien hebben wij nagegaan of th iog lycol laa t effect 
had Dr ie dagen voor he t oogsten van makro fagen w e r d m t r a p e r i t o n e a a l 2 ml 
t h i o g l y c o l l a a t m e d i u m ingespo ten Over igens was e r geen v e r s c h i l m e t de 
h i e rboven v e r m e l d e proefopze t 
De r e s u l t a t e n van deze p r o e v e n zijn w e e r g e g e v e n in figuur 16 en 17. De 
g e g e v e n s moe ten ook w e e r v e r g e l e k e n worden me t die van f iguur 10 en 12 
Het bli jkt dat de p e r s i s t e r e n d e infektie m e t a d e n o v i r u s de gevoel ighe id van 
p e r i t o n e a l e makro fagen voor m u i z e n a d e n o v i r u s en Po lyomav i ru s m e t v e r a n -
d e r d e , evenmin a l s een akute adenov i rus in fek t i e De t i t e r s van m u i z e n a d e n o -
v i r u s namen af, t e rwi j l e r een ge r inge ve rmen igvu ld ig ing van Po lyomav i ru s 
op t rad S t imula t i e m e t th io lgyco l laa t ve rhoogde de gevoe l ighe id In g e s t i m u -
l e e r d e makrofagenkweken w e r d e n g ro t e hoevee lheden m u i z e n a d e n o v i r u s en 
Po lyomav i ru s g e v o r m d , evena l s het geval was m e t kweken van g e s t i m u l e e r d e 
m a k r o f a g e n van n o r m a l e mu izen We vonden dus geen aanwi jz ingen voor de 
aanwez ighe id van ' i m m u n e " makro fagen noch op de 7 e dag van de infektie 
noch 3 ma a nde n l a t e r Met " i m m u n e " makro fagen bedoe len we m a k r o f a g e n 
die een speci f iek ve rhoogde of v e r m i n d e r d e gevoe l ighe id bez i t t en voor he t 
v i r u s w a a r m e e het d i e r (waa rvan de makro fagen afkomst ig zijn) gei 'nfekteerd 
was 
5 3 Toediening van Toxop la sma , BCG, endotoxine en k a l f s s e r u m 
Inleiding 
Uit de l i t e r a t u u r is het bekend dat bi j c h r o n i s c h e infektie m e t T o x o p l a s m a 
gondii en bij v a c c i n a t i e m e t BCG (Baci l le C a l m c t t e - G u é r i n ) de makro fagen 
g e a k t i v e e r d kunnen worden , tegel i jk m e t he t ontwikkelen van de c e l l u l a i r e 
i m m u n i t e i t Enkele publ ika t ies over de ak t ive r ing van makro fagen w o r d e n 
h i e r o n d e r v e r m e l d 
Muizen me t een c h r o n i s c h e T o x o p l a s m a infektie b leken g e d u r e n d e ten-
m i n s t e 7 m a a n d e n na het begin van de infektie r e s i s t e n t te zijn t egen een g e -
woonlijk l e t a l e dos i s Sa lmone l l a t y p h i m u r i u m of L i s t e r i a monocy togenes 
(Ruskin en Remington , 1968) V e r d e r w a r e n m e t T o x o p l a s m a gei 'nfekteerde 
m u i z e n g e d u r e n d e t e n m i n s t e een j a a r gedee l t e l i j k b e s c h e r m d tegen m e n g o -
v i r u s (Remington en M e n g a n , 1969) Hibbs et al (1971 , 1972) vonden dat 
c h r o n i s c h e Toxop la sma infektie bij mu izen b e s c h e r m i n g gaf tegen ontwikke-
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log TCIDso/ml 
0 1 14 21 
days after infection 
Figuur 16 V e r m e n i g \ uldigmg Vdn m u i z e n a d e n o v i r u s in me t th iog lycol laa t 
g e s t i m u l e e r d e en m e t g e s t i m u l e e r d e makro fagen van m u i z e n 
m e t een p e r s i s t e r e n d e a d e n o v i r u s - i n f e k t i e De g e k o m b i n e e r d e 
r e s u l t a t e n van 4 e x p e r i m e n t e n m e t de s t a n d a a r d d e v i a t i e zijn 




days after infection 
Figuu r 17 Vermenigvu ld ig ing van Po lyomav i rus in m e t th iog lyco l laa t g e -
s t i m u l e e r d e en m e t g e s t i m u l e e r d e makro fagen van mu izen m e t 
een p e r s i s t e r e n d e adenov i rus in fek t i e De g e k o m b i n e e r d e r e s u l -
ta ten van 4 e x p e r i m e n t e n m e t de s t a n d a a r d d e v i a t i e zijn w e e r g e -
geven 
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ling van tumoren In vitro onderzoek toonde aan dat dit verschijnsel vermoe-
delijk veroorzaakt werd door geaktiveerde makrofagen Het bleek dat ma-
krofagen van de geinfektcerde muizen cytotoxisch waren voor getransfor-
meerde fibroblastcn, echter met voor normale muizecellen. 
Soortgelijke waarnemingen zijn beschreven voor BCG Blanden et al 
(I969) onderzochten of muizen die met BCG waren gevaccineerd, resis tent 
werden tegen Listeria of Salmonella typhimurium. Werden de muizen gevac-
cineerd met een lage dosis (ca 104 levende bakterién), dan werd geen ver-
hoogde resistentie waargenomen, echter wel als ongeveer 2 weken later een 
tweede, grotere dosis BCG werd gegeven Na deze rei'nfektie of na één grote 
dosis van ca 10° haktenen nam het mikrobicide vermogen van makrofagen 
toe Dit bleek uit de versnelde fagocytose en intracellulaire "killing' van 
met opsoniserende antistoffen behandelde Salmonella typhimurium. Mackaness 
(1970 a) heeft een overzicht gegeven van de gebeurtenissen bij de ontwikkeling 
van cellulaire immuniteit na vaccinatie met BCG Hierin wordt onder meer 
gewezen op het ontstaan van geaktiveerde makrofagen Hibbs (1974) toonde 
aan dat makrofagen van muizen die met BCG waren gevaccineerd, cytotoxisch 
waren voor tumorcellen Dit is een eigenschap van geaktiveerde makrofagen 
Makrofagen kunnen ook op andere wijze worden geaktiveerd. Zo is door 
verschillende onderzoekers gewezen op de invloed van endotoxinen op makro-
fagen. Old et al (1961) beschreven dat toediening van endotoxinen aan mui-
zen de gevoeligheid voor mengovirus deed afnemen. Dit kan het gevolg zijn 
van de induktie van interferon door endotoxine, maar ook van stimulering 
van het mononukleaire fagocyten systeem Wanneer muizen werden ingespoten 
met bakteriële lipopolysacchariden, werden binnen 48 uur geaktiveerde ma-
krofagen in de peritoneaalholte gevonden (Nelson, 1972) Makrofagen die door 
endotoxine geaktiveerd waren, bleken faktoren te vormen die de transforma-
tie van lymfocyten remmen (Nelson, 1973) Verder kunnen endotoxinen, even-
als infekties met Toxoplasma en BCG, muizen beschermen tegen ontwikkeling 
van tumoren (Yang en Nowotny, 1974) wat ook weer wijst op aktivering van 
makrofagen Daarentegen vonden Shands et al (1974) geen geaktiveerde ma-
krofagen in de peritoneaalholte van muizen na toediening van bakteriële lipopoly-
sacchariden. Integendeel de cellen toonden een cytotoxisch effekt Mogelijk 
is dit afwijkende effekt van endotoxine te wijten aan verschil len in bereiding, 
dosis en/of interval tussen toediening van het endotoxine en het isoleren van 
de peritoneale cellen. Een "dosis-effekt" van lipopolysacchariden komen we 
in de l i teratuur meer tegen. Wiener en Levanon (1968) vonden dat mononu-
kleaire fagocyten uit de peritoneaalholte van muizen door lage koncentraties 
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l i p o p o l y s a c c h a r i d e n w e r d e n g e a k t i v e e r d wat z ich uit te m een ve rhoogd gehal te 
aan hyd ro ly t i s c he enzymen . Bij hoge re d o s e s was e r e c h t e r een cy to toxisch 
effekt w a a r n e e m b a a r 
V e r d e r wi l len wij in dit ve rband nog wijzen op het effekt van k a l f s s e r u m . 
Van F ü r t h et al (1973) hebben b e s c h r e v e n dat na een i n t r a p e r i t o n e a l e mjek-
t ie bij mu izen van s e r u m van p a s g e b o r e n k a l v e r e n he t aan ta l makro fagen m 
de pe r i t onea l e hol te t oenam, doorda t h i e r i n m e e r monocyten uit he t p e r i f e r e 
bloed b i n n e n s t r o o m d e n Ook in he t bloed werd een g r o t e r aan ta l monocyten 
gevonden in ve rge l i jk ing me t de w a a r d e n bij n o r m a l e m u i z e n . Dit w e r d v e r -
o o r z a a k t door een s n e l l e r e produkt ie van mononuk lea i r e fagocyten m het 
b e e n m e r g 
Methodiek 
Wij hebben v e r v o l g e n s e x p e r i m e n t e n u i tgevoerd om na te gaan of de b o -
vengenoemde methoden om makrofagen te a k t i v e r e n of te s t i m u l e r e n ook in-
vloed uitoefenden op de gevoel igheid van makro fagen voor adenov i rus E e r s t 
word t een ko r t e be sch r i j v ing gegeven van de t oegepas t e behande l ingen 
(1) C h r o n i s c h e mfekt ie m e t Toxop la sma gondii 
Muizen w e r d e n m t r a p e r i t o n e a a l ge ln fek tee rd m e t ca 10 t ro fozo ie ten van de 
s t a m Deelen in fys io log isch zout Deze s t a m word t in he t l a b o r a t o r i u m aan -
gehouden door de p a r a s i e t e n om de 3 of 4 dagen m t r a p e r i t o n e a a l in mu izen te 
p a s s e r e n . De s t am Dee len v e r o o r z a a k t een dodel i jke mfekt ie in de m u i s . T e r 
b e s c h e r m i n g tegen he t l e t a l e effekt w e r d van de 3e tot en m e t de 17e dag na 
mfekt ie su l fadiaz ine in het d r i n k w a t e r toegediend in een k o n c e n t r a t i e van 
400 m g r / l Dr ie of m e e r weken na de mfekt ie w e r d e n makro fagen in kweek 
g e b r a c h t 
(2) Infektie m e t M y c o b a c t e r i u m bov i s , s t a m BCG 
Muizen w e r d e n i n t r a v e n e u s ge ln fek tee rd m e t ca . 10** levende b a k t e r i ë n ( lyo-
ficl gedroogd vacc in , Rijks Inst i tuut voor de Volksgezondheid , Bi l thoven) 
Het g e r e k o n s t i t u e e r d e v a c c i n w e r d ve rdund m PBS m e t 0,2% bovine s e r u m 
a lbumine Na 21 dagen w e r d e n de d i e r e n opnieuw ge ln fek tee rd , nu m e t ca . 
10^ b a k t e r i ë n Twee dagen l a t e r w e r d e n makrofagenkweken van deze muizen 
g e m a a k t 
(3) Toediening van b a k t e r i ë l e l i p o p o l y s a c c h a r i d e n 
Wij volgden de aanwi jz ingen van Nelson (1973) Muizen ontvingen een s u b -
kutane dos i s van 200 vigr l i p o p o l y s a c c h a n d e (W) van E. col i 055 B5 (Difco) 
Het l i p o p o l y s a c c h a n d e w e r d g e s u s p e n d e e r d m PBS Twee dagen na de mjek-
tie w e r d e n makrofagenkweken van de d i e r e n g e m a a k t 
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(4) Toediening van nuch te r k a l f s s e r u m 
Muizen w e r d e n i n t r a p e r i t o n e a a l m e t 1 ml ge lnak t ivee rd s e r u m ingespoten 
Dr ie dagen l a t e r we rden makrofagenkweken aangelegd 
De makrofagenkweken van de muizen die op de h i e rboven genoemde wijze 
w a r e n voorbehande ld , beva t ten 10° ce l len pe r ku i tuur Ze we rden na 72 uur 
beent m e t 10 TCID^g m u i z e n a d e n o v i r u s E r w e r d e n m o n s t e r s genomen en 
g e t i t r e e r d zoa l s b e s c h r e v e n en 3 1 De e x p e r i m e n t e n we rden 3-6 m a a l uit-
g e v o e r d De r e s u l t a t e n van de e x p e r i m e n t e n zijn wee rgegeven in tabel 11 
De u i tkoms ten van een s o o r t e x p e r i m e n t zijn s t eeds s a m e n gete ld 
Tabe l 11 Vermenigvuld ig ing van muizenadeno \ i r u s in kweken van m a k r o f a -
gen van op v e r s c h i l l e n d e m a n i e r e n voorbehande lde mu izen 
Voorbehandel ing van muizen 
C h r o n i s c h e Toxop la sma infektie 
BCG infektie en -rel 'nfekt ie 
Subkutane toediening van E col i 
endotoxme 
I n t r a p e r i t o n e a l e toediening van 
n u c h t e r k a l f s s e r u m 
T i t e r (log TCID50) OP v e r s c h i l l e n d e 
dagen na enting van adenov i ru s 
O1) l 2 ) 7 14 21 
3,6 <1 < 0 , 5 <.0,5 <0,5 
3,6 <1 <0,5 <0,5 <0,5 
5,9 3,5 3,9 <1 <0,5 
6,2 3,8 4,8 3,7 5,5 
' Me teen na het enten 
' Na a fwassen van het inokulum 
Al leen in makro fagen van muizen die me t k a l f s s e r u m w a r e n voorbehande ld , 
is v i r u s v e r m e n i g v u l d i g i n g w a a r g e n o m e n . De v i r u s p r o d u k t i e was e c h t e r vee l 
g e r i n g e r dan die in th iog lyco l l aa tmakro fagen (zie f iguur 10) Het is n ie t g e -
hee l z e k e r of de v i r u s p r o d u k t i e op een werk ing van het k a l f s s e r u m b e r u s t , 
omda t ook bij enkele e x p e r i m e n t e n me t n o r m a l e makro fagen van onbehandelde 
m u i z e n een g e r i n g e v i r u s v e r m e n i g v u l d i g i n g w e r d gevonden Endotoxme had 
geen duidel i jk effekt 
Het was opval lend dat e r in makrofagenkweken van me t Toxop la sma en 
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BCG voorbehandelde muizen vanaf de eers te dag na enting geen virus kon 
worden aangetoond. Zelfs in de kuituren die meteen na enting waren ingevro-
ren, werd weinig virus teruggevonden. Dit zou kunnen berusten op een viru-
cide werking van de makrofagen. Het is echter niet uitgesloten dat het ver-
schijnsel ook of misschien uitsluitend het gevolg was van een veranderde 
gevoeligheid van de L929-cellen waarin de t i trat ies werden uitgevoerd. De 
gevoeligheid hiervan was namelijk laag toen deze t i trat ies werden verr icht . 
Wij hebben daarom opnieuw de gevoeligheid van makrofagen van voorbehandel-
de muizen onderzocht, nu voor Polyomavirus. Het gebruik van Polyomavirus 
had als voordeel dat de titer van dit virus in makrofagenkweken hoger was 
dan die van muizenadenovirus, zodat een eventuele titerdaling langer gevolgd 
kon worden. De muizen werden voorbehandeld met BCG of nuchter kalfsse-
rum. De resultaten van de proeven zijn in tabel 12 weergegeven. 
Tabel 12 Vermenigvuldiging van Polyomavirus in kweken van makrofagen 
van op verschillende manieren voorbehandelde muizen 
Voorbehandeling van muizen 
BCG infektie en -rel'nfektie 
Intraperitoneale toediening 
van nuchter kalfsserum 
Titer (log TCID50) op verschillende 
dagen na enting van Polyomavirus 
O1) l2) 7 14 21 
6,9 5,0 4,6 4,4 3,0 
7,4 4,5 5,9 5,6 5,3 
Meteen na het enten 
Na afwassen van het inokulum 
De uitkomsten moeten worden vergeleken met die van normale makrofa-
gen van onbehandelde muizen. Zowel in normale makrofagen als in makro-
fagen van met kalfsserum voorbehandelde muizen vindt een duidelijke -zij 
het geringe- virusvermenigvuldiging plaats. Daarentegen ziet men in makro-
fagen van met BCG behandelde muizen een voortdurende titerdaling. Na 21 
dagen is de titer in deze kuituren ongeveer 200 maal lager dan die in de proe-
ven met kalfsserum. We zien dus eenzelfde trend bij de experimenten met 
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p o l y o m a - en m u i z e n a d e n o v i r u s een v e r m i n d e r d e v i r u s o p b r e n g s t in m a k r o -
fagen van m e t BCG b e h a n d e l d e m u i z e n in verge l i jk ing m e t die in n o r m a l e 
m a k r o f a g e n Deze bev indingen wijzen e r dus i n d e r d a a d op dat het v i r u c i d e 
v e r m o g e n van m a k r o f a g e n t o e n e e m t onder invloed van v a c c i n a t i e m e t BCG 
6 IN VIVO-PROEVEN M E T THIOGLYCOLLAAT 
Makrofagen van m e t th iog lycol laa t behande lde m u i z e n zijn in v i t r o gevoe­
l i g e r voor a d e n o v i r u s (en a n d e r e v i r u s s e n ) Op g r o n d h i e r v a n is het denk­
b a a r da t toediening van th iog lyco l laa t ook in vivo w a a r n e e m b a r e gevolgen 
heeft op het v e r l o o p van de infektie B e h a n d e l d e m u i z e n zouden m i s s c h i e n 
g e v o e l i g e r zijn v o o r mfekt ie Met het oog h i e r o p hebben wij in enkele expe­
r i m e n t e n het effekt van th iog lyco l laa t op de gevoel igheid van m u i z e n v o o r 
a d e n o v i r u s i n f e k t i e o n d e r z o c h t 
In i e d e r e x p e r i m e n t w e r d e n twee g r o e p e n van 20 m u i z e n g e b r u i k t , m e t 
een leefti jd van 3 weken Een g r o e p werd i n t r a p e r i t o n e a a l m e t 2 m l thiogly­
c o l l a a t ingespoten, een a n d e r e g r o e p bleef onbehandeld Na 3 dagen w e r d e n 
be ide g r o e p e n i n t r a p e r i t o n e a a l g e l h f e k t e e r d m e t een g r o t e d o s i s a d e n o v i r u s 
(10 ' TCIDgQ p e r m u i s ) Na de infektie w e i d e n de m u i z e n in I s o l a t o r e n g e ­
p l a a t s t G e d u r e n d e 3 weken werd n a a r eventue le s t e r f t e gekeken Dit expe­
r i m e n t w e r d 2 m a a l u i t g e v o e r d . In beide e x p e r i m e n t e n was e r een g e r i n g e 
s t e r f t e (2/20) in de onbehandelde g r o e p . Van de b e h a n d e l d e m u i z e n s t i e r f e r 
g e e n E r w e r d e n ook geen z i e k t e v e r s c h i j n s e l e n w a a r g e n o m e n . Wij hebben 
dit e x p e r i m e n t nog 3 m a a l h e r h a a l d m e t m u i z e n van 8 weken De d i e r e n k r e -
o с 
gen een i n t r a p e r i t o n e a l e d o s i s van 10 * TCIDgg a d e n o v i r u s . Bij d e z e p r o e ­
ven t r a d in het g e h e e l geen z iekte of s t e r f t e op 
Op dezel fde wijze hebben wij ook o n d e r z o c h t of th iog lyco l laa t invloed uit­
oefent op he t v e r l o o p van infektie m e t P o l y o m a v i r u s . Het leek ons van belang 
ook m e t dit v i r u s p r o e v e n te v e r r i c h t e n o m d a t het in v i t ro-ef fekt van th io­
g l y c o l l a a t ten o p z i c h t e h i e r v a n nog du ide l i jker w a s . E r w e r d e n d r i e e x p e r i ­
m e n t e n u i tgevoerd, s t e e d s op dezel fde wi jze . H i e r b i j w e r d e n m u i z e n van 8 
weken g e b r u i k t , die i n t r a p e r i t o n e a a l w e r d e n ingespoten m e t 10° T C I D C Q 
P o l y o m a v i r u s p e r m u i s Ook bij deze e x p e r i m e n t e n w e r d geen s t e r f t e of 
z iekte o n d e r de m u i z e n w a a r g e n o m e n . 
E r kon dus g e e n effekt van th iog lyco l laa t op h e t in v i v o - v e r l o o p van v i r u s -
infekt ies w o r d e n aangetoond In t e g e n s t e l l i n g tot de v e r w a c h t i n g gaf thiogly­
c o l l a a t enige b e s c h e r m i n g tegen a d e n o v i r u s i n f e k t i e . Het effekt w e r d e c h t e r 
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alleen waargenomen bij jonge muizen en was met signifikant Het is denk-
baar dat bij herhaling van de proeven met een groter aantal mui¿en of bij 
proeven met nog jongere muizen wel een duidelijk beschermend effekt zou 
zijn gevonden Wij zijn hier echter niet verder op ingegaan 
7 DISKUSSIE 
Over de vermenigvuldiging van virussen in makrofagen is vrij veel gepu-
bliceerd, echter niet over de vermenigvuldiging van muizenadenovirus Al-
leen Eustatia (1971) vermeldt dat hij geen vermenigvuldiging kon aantonen 
Dit gegeven is niet in tegenspraak met onze resultaten, daar hij waarschijn-
lijk ongestimuleerde makrofagen gebruikt heeft en de gelnfekteerde kweken 
slechts vier dagen aanhield Na vier dagen vonden wij zelfs in de thioglycol-
laatmakrofagen slechts een geringe titerdalmg 
Omtrent de vermenigvuldiging van de andere in ons onderzoek gebruikte 
virussen zijn iets meer literatuurgegevens beschikbaar Mallucci (1969) en 
Mallucci en Taylor-Papadimitriou (1973) vonden geen vermenigvuldiging van 
Polyomavirus in makrofagen Zij namen wel tijdelijke morfologische veran-
deringen van de makrofagen waar, echter geen transformatie, maar wel cen 
verhoogde cellulaire DNA-synthese en vorming van een tumor-antigeen 
Daarentegen vermeldden Mauel en Defendí (1971) in de diskussie van hun ar-
tikel dat Polyomavirus in hun experimenten cytocide voor makrofagen was 
Zij gebruikten dezelfde muizenstam als Mallucci en Taylor-Papadimitriou, 
namelijk stam C57B1 De verklaring voor deze kontroverse is waarschijnlijk 
dat Mallucci makrofagen van onbehandelde muizen gebruikte, terwijl Mauel 
en Defendí de muizen voorbehandelden met een zetmeelinjektie Deze ver-
klaring is afgeleid uit de resultaten van onze experimenten In kweken van 
normale, ongestimuleerde makrofagen vonden wij een geringe vermeerdering 
van Polyomavirus en geen effekt op de cellen In kweken van met thioglycol-
laat gestimuleerde makrofagen werd steeds een grote hoeveelheid virus ge-
vormd en lieten de cellen tijdens de langdurige inkubatie van de glaswand los 
Dat Mallucci en Taylor-Papadimitriou in het geheel geen virusvermemgvul-
diging waarnamen, is waarschijnlijk te wijten aan de omstandigheid dat zij de 
experimenten te vroeg beel'ndigdcn, voordat virusvermenigvuldiging kon 
worden aangetoond 
Verscheidene publikaties maken melding van de vermenigvuldiging van 
muizenhepatit isvirusssen in makrofagen, o. a van MHV-3 (Vainio en Judah, 
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1962, Al l i son en Mal lucc i 1965 en Mal lucc i 1965, 1966) Al loen E u s t a t i a et 
a l . (1972) hebben een ve rge l i jkend onderzoek v e r r i c h t m e t n o r m a l e en g e s t i -
m u l e e r d e makro fagen Zij vonden een v e r s c h i l in v i r u s p r o d u k t i e t u s s e n kwe-
ken van n o r m a l e en met th iog lycol laa t g e s t i m u l e e r d e makro fagen , m i t s de 
ce l l en me teen na het in kweek b r e n g e n w e r d e n beent Bij enting na 72 uur was 
e r nauwel i jks nog v e r s c h i l De th iog lyco l l aa tmakro fagen p r o d u c e e r d e n m e e r 
v i r u s dan de n o r m a l e . In onze e x p e r i m e n t e n m e t MHV-3 w e r d ook een v r i j 
k l e m v e r s c h i l in v i r u s p r o d u k t i e gevonden 
Over he t effekt van s t i m u l a t i e op de gevoe l ighe id van m a k r o f a g e n voor 
a n d e r e v i r u s s e n zijn s l e c h t s s p a a r z a m e gegevens voorhanden H i r s c h et a l . 
(1970) b e s c h r e v e n dat makro fagen van v o l w a s s e n mu izen die i n t r a p e r i t o n e a a l 
m e t p r o t e o s e - p e p t o n w a r e n ingespoten , de in v i t r o v e r s p r e i d i n g van h e r p e s 
s i m p l e x v i r u s b e t e r t egenh ie lden dan n o r m a l e makro fagen Makrofagen van 
z e e r jonge m u i z e n (5-6 dagen) die m e t p r o t e o s e - p e p t o n w a r e n behandeld , 
r e a g e e r d e n e c h t e r nog nie t op deze wijze Shaycgani et a l . (1974) deden een 
onde rzoek n a a r de ve rmen igvu ld ig ing van in f lucnzav i rus in makro fagen van 
m u i z e n die ko r t t e v o r e n h e r h a a l d e ma len w a r e n ingespo ten m e t Staphylo-
coccus a u r e u s en m e t een b a k t e r i o f a g e n l y s a a t van S taphylococcus a u r e u s , 
tengevolge w a a r v a n de makro fagen w e r d e n g e a k t i v e e r d Het b leek dat - in 
ve rge l i j k ing m e t n o r m a l e makro fagen van onbehandelde m u i z e n - van de geak -
t i v e e r d e makro fagen een duidel i jk k l e ine r p e r c e n t a g e ce l l en w e r d gelhfek-
t e e r d Dit w e r d aangetoond door midde l van i m m u n o f l u o r e s c e n t i c - en h e m a d -
s o r p t i e r e a k t i e s De p roduk t ie van mfek t ieus v i r u s w e r d n ie t g e m e t e n . Uit een 
onde rzoek van R a g c r - Z i s m a n en Al l i son (1973) b leek eveneens da t m e t p r o -
t e o s e - p e p t o n g e s t i m u l e e r d e m a k r o f a g e n m i n d e r gevoel ig w a r e n voor C o x s a c -
kie B - 3 v i r u s dan n o r m a l e makro fagen Dit w e r d aangetoond door midde l 
van de " infect ive c e n t e r a s s a y " V e r d e r b leek de v i r u s t i t e r in kweken van 
g e s t i m u l e e r d e m a k r o f a g e n s n e l l e r af te nemen dan op grond van w a r m t e -
inak t iva t i e kon worden v e r w a c h t . 
E r zijn in de l i t e r a t u u r wel een g roo t aan ta l medede l i ngen v e r s c h e n e n 
ove r de invloed van v e r s c h i l l e n d e m a k r o f a a g - a k t i v e r e n d e behande l ingen op 
v i r u s i n f e k t i e s in v ivo . Een aan ta l van deze onde rzoek ingen w e r d o o r s p r o n k e -
li jk opgeze t om de invloed van i n t e r f e r o n op he t v e r l o o p \ 'an de v i ru s in f ek t i e 
na te gaan . Vaak kon e r e c h t e r geen i n t e r f e r o n w o r d e n aange toond . Wel w e r d 
s t e e d s een ve rhoogde r e s i s t e n t i e van he t p r o e f d i e r gevonden . Dit was he t 
geva l bij infekt ies m e t m e n g o v i r u s (Old et a l , 1961, Reming ton en M e r i g a n , 
1969, Bi l l i au et a l , 1971, Muyembe et a l , 1972) en v a c c i m a v i r u s (Bi l l i au et 
a l , 1970, Al len en Mudd, 1973, de C le r cq en de S o m e r , 1973) Budzko en 
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K i e r s e n b a u m (1973) wi jzen op het b e s c h e r m e n d e effekt van endotoxine op 
z iek te door J u n m v i r u s bij muizen , m a a r het is niet duidel i jk of de b e s c h e r -
ming v e r o o r z a a k t word t door a k t i v e r m g van makro fagen of j u i s t door r e m -
ming van de i m m u n o l o g i s c h e afweer of m i s s c h i e n door be ide m e c h a n i s m e n . 
De z i e k t e v e r s c h i j n s e l e n bij mfekt ies m e t Jun in v i r u s worden namel i jk v e r -
o o r z a a k t door de i m m u n o l o g i s c h e r e a k t i e van de g a s t h e e r op he t v i r u s Zo 
kunnen mu izen door neona ta le t h y m e c t o m i e b e s c h e r m d worden tegen de z iek-
te door Jun in v i r u s Neonata le t h y m e c t o m i e v e r o o r z a a k t n a a s t r e m m i n g van 
de i m m u n o l o g i s c h e r e a k t i e ook akt iva t ie van makro fagen (Takeya et a l , 1968) 
Welk effekt het meeb t n a a r v o r e n t r eed t , is m e t duidel i jk Zo is he t evenmin 
mogel i jk aan te geven op welke wijze endotoxine bij Junin v i r u s mfek t i es 
w e r k t 
Uit p roeven van Shayegani et al (1974) bij m u i z e n b leek dat door Staphy-
lococcus a u r e u s g e a k t i v e e r d e makro fagen een ge r inge b e s c h e r m i n g gaven 
tegen infcktie me t i n f l uenzav i ru s , de s t e r f t e was v e r t r a a g d Dat het b e s c h e r -
mende effekt s l ech t s ge r ing w a s , wijten de a u t e u r s aan de g r o t e v i ru l en t i e 
van de door hen g e b r u i k t e v i r u s s t a m In a n d e r e p roeven werd aangetoond dat 
jonge muizen tegen he t l e ta le effekt van een mfckt ie me t h e r p e s s imp lex of 
Coxsack ie B-3 v i r u s konden worden b e s c h e r m d door een mjekt ie me t m a k r o -
fagen van adul te d i e r e n Bij de e x p e r i m e n t e n me t h e r p e s s i m p l e x v i r u s werd 
bovendien v e r m e l d da t door p r o t e o s e pepton g e s t i m u l e e r d e makro fagen een 
g r o t e r e m a t e van b e s c h e r m i n g gaven dan n o r m a l e (H i r s ch et a l , 1970, R a g e r -
Z i s m a n en Al l i son , 1973) 
Wij vonden geen aanwi jz ingen da t " i m m u n e " makro fagen , in c a s u m a k r o -
fagen van d i e r e n die t e v o r e n me t adenov i ru s w a r e n gel 'nfekteerd, een a n d e r e 
gevoe l ighe id v o o r adenov i ru s hadden a l s makro fagen van nie t ge ln fek tee rde 
d i e r e n Dit s t e m t o v e r e e n me t de u i t k o m s t e n van p r o e v e n me t "bovine v i r a l 
d i a r r h e a - m u c o s a l d i s e a s e v i r u s " , in makro fagen van i m m u n e r u n d e r e n w e r d 
evenvee l v i r u s g e v o r m d a l s in die van m e t i m m u n e d i e r e n (T ru i t t en Schech-
m e i s t e r , 1973) 
D a a r e n t e g e n zagen a n d e r e o n d e r z o e k e r s wel een v e r s c h i l in gevoel ighe id 
t u s s e n " i m m u n e " en " m e t i m m u n e " makro fagen Zo zouden makro fagen van 
i m m u n e mu izen m e e r e c t r o m e l i a v i r u s v o r m e n dan die van nie t immune m u i -
zen ( R o b e r t s , 1964) Aangez ien bij deze p roeven a l l een de i m m u n o f l u o r e s c e n -
t i e r e a k t i e werd toegepas t , is dit geen abso luu t bewijs Het v e r s c h i l zou ook 
kunnen b e r u s t e n op de aanwezighe id van een g r o t e r e hoevee lhe id v i r u s a n t i -
genen in de ce l l en tengevolge van een g r o t e r e opname van v i r u s p a r t i k e l s . 
In p r o e v e n m e t dengue v i r u s is wel duidel i jk aangetoond dat de v i r u s p r o d u k t i e 
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in "immuni. '" cel ion is ve rhoogd (Hals tead et al , 1973). Bij deze e x p e r i m e n -
ten w e r d geb ru ik g e m a a k t van kweken van leukocyten van immune apen. De 
o n d e r z o e k e r s s ch r i j ven de ve rhoogde produkt ie toe aan de aanwezighe id van 
cytofiele ant is toffen op " i m m u n e " makrofagen , w a a r d o o r deze ce l l en e rg 
gevoel ig voor het v i r u s zouden kunnen worden 
A n d e r e o n d e r z o e k e r s vonden ju i s t he t o m g e k e e r d e : een v e r m i n d e r d e 
p roduk t ie van v i r u s in makro fagen van i m m u n e d i e r e n . Dit werd aangetoond 
voor v a c c i n i a v i r u s in p roeven bij konijnen (Avila et a l , 1972) en bij m u i z e n 
(Ueda en Noz ima . 1973). en v e r d e r voor in f luenzav i rus bij mu izen (Shayegani 
et al , 1974) In de p roeven me t v a c c i n i a v i r u s bij mu izen werd dit v e r s c h i j n -
se l a l l een w a a r g e n o m e n bij enting met een lage mu l t i p l i c i t e i t 
De r e s u l t a t e n van p roeven met v e r s c h i l l e n d e v i r u s - makrofaag s y s t e m e n 
zijn dus niet eens lu idend voor wat be t re f t de invloed van de i m m u n i t e i t van de 
donor van de makro fagen . Alle d r i e effekten die t h e o r e t i s c h mogel i jk zijn, 
w e r d e n w a a r g e n o m e n : ve rhog ing , ve r lag ing en gel i jkbl i jven van de gevoe l ig -
heid 
Hoewel e r al vee l onde rzoek is gedaan n a a r de invloed van m a k r o f a g e n -
s t i m u l a t i e en -ak t iva t i e op het v e r l o o p van v i ru s in f ek t i e s in vivo en in v i t r o , 
zijn e r nog vee l onduidel i jkheden Weinig o n d e r z o e k e r s vinden een verhoging 
van de gevoel ighe id van g e s t i m u l e e r d e of g c a k t i v e e r d e makrofagen , zoa l s wij 
hebben aangetoond in p roeven me t door th iog lycol laa t g e s t i m u l e e r d e m a k r o -
fagen voor wat be t r e f t m u i z e n a d e n o v i r u s , Po lyomav i rus en in m i n d e r e m a t e 
M H V - 3 . De w a a r n e m i n g e n van R o b e r t s (1964) en E u s t a t i a et a l . (197¿) en de 
hypo these van Ha ls tead et a l . (1973) wi jzen in deze r i ch t ing . V e r d e r kan men 
door \ ' e rge l i jk ing van de gegevens van Mal lucc i (1969) m e t die van Mauel en 
Defondi (1971) tot dezelfde konklus ie komen . Onze w a a r n e m i n g e n tonen aan 
dat door s t i m u l a t i e van makro fagen de gevoe l ighe id van deze ce l l en voor 




METING VAN DE STIMULATIE EN AKTIVA TIK VAN MAKROFAGEN 
1 INLEIDING 
Na i n t r a p e r i t o n c a l e s t i m u l a t i e van m u i z e n m e t t h i o g l y c o l l a a t m e d i u m w o r ­
den m a k r o f a g e n g e v o r m d die, zoa l s in hoofdstuk 3 is b e s c h r e v e n , m \ i t r o 
g r o t e h o e v e e l h e d e n muizenadenov i r u s en P o l y o m a v i r u s kunnen p r o d u c e r e n 
Dit b l i ι к een bijzondere, e i g e n s c h a p van door th iog lyco l laa t g e s t i m u l e e r d e 
c e l l e n te zijn Op a n d e r e wijzen g e s t i m u l e e r d e of geakti\ e e r d e m a k r o f a g e n 
p r o d u c e e r d e n n ie t m e e r \ i r u s dan m a k r o f a g e n van n o r m a l e onbehandelde m u i ­
zen. Wij wilden nu nagaan of e r nog m e e r e i g e n s c h a p p e n zijn, w a a r i n th io-
g l y c o l l a a t m a k r o f a g e n z ich o n d e r s c h e i d e n van n o r m a l e en op a n d e r e m a n i e r e n 
g e s t i m u l e e r d e p e r i t o n e a l e m a k r o f a g e n . 
E r zijn in de l i t e r a t u u r vele m e d e d e l i n g e n g e d a a n over o n d e r z o e k n a a r 
e i g e n s c h a p p e n van g e a k t i v e e r d e of g e s t i m u l e e r d e m a k r o f a g e n De e i g e n s c h a p ­
pen w o r d e n m e e s t a l v e r g e l e k e n m e t die v a n n o r m a l e m a k r o f a g e n M e d e d e ­
l ingen o \ e r v e r g e l i j k e n d o n d e r z o e k van m a k r o f a g e n die op v e r s c h i l l e n d e wijze 
zijn g e a k t i v e e r d , komt m e n z e l d e n tegen. S l e c h t s enke le van de ve le publ i-
k a t i e s o v e r e i g e n s c h a p p e n van g e a k t i v e e r d e m a k r o f a g e n w o r d e n h i e r o n d e r 
v e r m e l d Het doel van d e z e inleiding is v o o r a l de a a n d a c h t te v e s t i g e n op de 
v e r s c h i l l e n d e m e t h o d e n die zijn t o e g e p a s t . 
1 1 F a g o c y t o s e en a fbraak 
Blanden et al (1969) h e b b e n de fagocytose en " k i l l i n g " van b a k t e r i ë n g e -
m e t e n in makro fagen van n o r m a l e en m e t BCG g e v a c c i n e e r d e m u i z e n . Ze 
geb ru ik t en h i e r v o o r Sa lmone l l a t y p h i m u r i u m . Een moei l i jkhe id bij dit soo r t 
e x p e r i m e n t e n is dat de fagocytose in v i t r o zo l a n g z a a m ver loop t , dat e r n ie t 
genoeg levende b a k t e r i ë n m de ce l l en aanwezig zijn om de afname van hun 
aan ta l nauwkeur ig te m e t e n (van F ü r t h en van Zwet , 1973) Indien makro fagen 
e c h t e r in vivo m e t de b a k t e r i ë n in kontakt komen, v e r l o o p t de fagocytose 
z e e r snel De t e s t b a k t e r i ë n worden d a a r o m in vivo toegevoegd Na k o r t e tijd 
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worden do makro façen geoogs t en in kweek g e b r a c h t , en op geze t t e t i jden 
word t het aanta l i n t r a c e l l u l a i r over levende b a k t e r i é n ge te ld Op deze wijze 
is ook de fagocytose en "kill ing ' van Salmonel la t y p h i m u n u m onde rzoch t 
Het b leek dat na vacc ina t i e met DCG de i n t r a c e l l u l a i r e "k i l l ing" s n e l l e r 
p l aa t s \ ond mi t s het vacc in twee maa l werd toegediend Op soor tge l i jke wijze 
is aangetoond dat ongeveer 8 dagen na infektie van mu izen me t e c t r o m e l i a 
en lymfocy ta i r e chor iomemngi t ibv i rus de i n t r a c e l l u l a i r e "k i l l ing" v e r s t e r k t 
was (Blanden en M i m s , 1973) Bij deze e x p e r i m e n t e n w e r d L i s t e r i a m o n o -
cytogenes a ls ^ndikator voor de fagocytose en 'k i l l ing" geb ru ik t . Een akute 
ν i r u s m f e k t i e kan dus b l i jkbaar m a k r o f a g e n a k t i v e r e n 
Ook a n d e r e s o o r t e n b a k t e r i ë n zijn a ls md ika to r gebru ik t , zoa l s Staphylo-
coccus a u r e u s (Whaley en Smg. 1973) en E s c h e r i c h i a coli (Gadeberg et a l , 
1975) V e r d e r word t de fagocytose ook wel g e m e t e n aan de hand van het aan-
tal g e o p s o n i s e e r d e schapent r y th rocy t en dat opgenomen word t (Levy en 
Wheelock. 1475), of op grond van de d e g r a d a t i e van me t í¿-'l ge labe lde an-
t igeen-an t i s to fkompU xen (Gadeberg et al, 1975) Van F ü r t h en van Zwet 
(lc>73) hebben nauwkeur ige aanwijzingen gegeven voor de u i tvoer ing van fago-
c y t o s e - e x p e r i m i nten me t m u i z e m a k r o f a g e n K r i t i s c h e opmerk ingen bij de 
technieken die gebru ik t worden voor de met ing van de i n t r a c e l l u l a i r e "k i l l ing" 
van b a k t e r i ë n , zijn door D 'Arcy Har t (1974) g e m a a k t Voegt men aan de t e s t -
ku l tu ren gee-n ant ib iot ika toe, dan іь de- e x t r a c e l l u l a i r e v e r m e n i g v u l d i g i n g van 
de b a k t e r u ' n die na het a fwassen z u n overgeb leven, een p r o b l e e m Deze 
kunnen namel i jk ge fagocyteerd worden, w a a r d o o r het a a n t a l i n t r a c e l l u l a i r e 
leve'nde b ak t e r i ën t i jdens het e x p e r i m e n t nog kan st i jgen Voegt men wel an t i -
biotik ι toe', dan kunnen deze s o m s ook i n t r a c e l l u l a i r b a k t e r i ë n doden, w a a r -
door ee r te hoog p e r c e n t a g e "k i l l ing" gevonden word t . 
Gal l i ly en Ll iahu (1974) hebben de fagocytose en a fbraak van een polypep-
t i d e - a n t i g e e n door me t th ioglycol laa t g e s t i m u l e e r d e makro fagen v e r g e l e k e n 
125 me t die door n o r m a l e makrofagen l ie t an t igeen was m e t 1 ge labe ld In de 
g e s t i m u l e e r d e ce l l en werd een hoge r geha l t e aan l y s o s o m a l e e n z y m e n aan -
get rof fen . Toch blee'f de afbraak van het an t igeen m de g e s t i m u l e e r d e m a k r o -
fagen a c h t e r bij die m n o r m a l e ce l l en . Dit was ook ht>t geva l m e t de opname 
van dit an t igeen . 
De ve rhoogde ν i r u s p r o d u k t i e in t h i o g l y c o l l a a t m a k r o f a g c n zou kunnen sa­
m e n h a n g e n m e t een v e r a n d e r i n g in hun v e r m o g e n tot fagocytose en a f b r a a k 
van p a r t i k e l s . Het l e e k ons van belang na te gaan of t h i o g l y c o l l a a t m a k r o f a g e n 
m deze e i g e n s c h a p p e n v e r s c h i l d e n van m a k r o f a g e n die op a n d e r e wijze w a r e n 
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g c s t i m u l o o r d Omdat wij bij deze e x p e r i m e n t e n e\ ena l s bij de p roeven me t 
v i r u s geb ru ik wilden maken van 3 dagen-oude kweken, waren de h ie rboven 
b e s c h r e v e n e x p e r i m e n t e n m e t b a k t e r i ë n , waa rb i j de h a k t e n e n r e e d s in \ i\ o 
w e r d e n toegediend, m e t t o e p a s b a a r Wij hebben d a a r o m geb ru .k g e m a a k t van 
de sugges t i e van Kölsch (1970) om in p l aa t s \ an b a k t e r i ë n b a k t e n o f n g e n te 
geb ru iken Dit heeft a l s v o o r d e e l dat ht t goed o m s c h r e v e n k w a n t i f i c e e r b a r e 
p a r t i k e l s zijn, die zich t i jdens het e x p e r i m e n t me t \ e r m e n i g \ uldigen Boven-
dien zijn ze z e e r t h e r m o s t a b i e l , w a a r d o o r het aan ta l Ь іоепь de proef kon­
s tant blijft. 
1.2 D N A - s y n t h e s e 
Het is ook mogel i jk de akt iMte i t van het DNA- s y n t h e s t p r o c e s van m a k r o -
fagen te m e t e n . Dit kan m e n doen door t o e p a s s i n g van r a d i o - a k t i e f ge labe ld 
t h y m i d i n e Zowel de to ta le hoevee lhe id ingebouwde I I - t h y m i d i n e p e r k u i t u u r 
a l s het a a n t a l g e l a b e l d e ce l len kunnen w o r d e n b e p a a l d . Van n o r m a l e m a k r o -
fagen toont s l e c h t s een k le in a a n t a l D N A - s y n t h e s e (Keas t en B i r n i e , 196'') 
Dit a a n t a l n e e m t toe indien de m a k r o f a g e n m e t P o l y o m a v i r u s w o r d e n geihfek-
t e e r d (Mal lucc i , 1969, Mal lucci en T a y l o r - P a p a d i m i t r i o u , 1973) of indien 
de m u i z e n w a a r v a n de m a k r o f a g e n afkomstig zijn, van t e v o r e n m e t thiogly-
c o l l a a t w o r d e n i n g e s p o t e n (Keas t en Bornie, 1972) 
Van F ü r t h et a l . (1973) vonden dat van de makro fagen in de p e r i t o n e a l e 
holte van n o r m a l e muizen een klein aan ta l DNA s y n t h e t i s e e r d e . Dit aan ta l 
bleef ongevee r kons tan t bij een akute on t s tek ing . Deze a u t e u r s v e r o n d e r s t e l -
len dat de ce l len me t ak t ieve DNA-syn these uit het bloed komen . Ζ-j a c h t e n 
i n t r a p e r i t o n e a l e h e r v a t t i n g van de D N A - s y n t h e s e m e t bewezen Indien de 
m a k r o f a g e n in v i t r o w e r d e n gekweekt, n a m het a a n t a l ce l len dat I I - t h y m i d i n e 
i n k o r p o r e e r d e , snel af van 3,5% m e i e e n na het in kweek b r e n g e n tot bi jna 
0% na 18 uur 
V e r d e r zijn e r een a a n t a l m e d e d e l i n g e n gedaan over een t o e n a m e van de 
D N A - s y n t h e s e en de m i t o s e f r e k w e n t i e van m a k r o f a g e n in v i t r o onder invloed 
van g c k o n d i t i o n e e r d m e d i u m . H i e r m e e w o r d t een n o r m a a l w e e f s e l k w e e k m e ­
dium aangeduid, w a a r i n enige tijd m u i z e f i b r o b l a s t e n g e g r o e i d hebben. Vol­
g e n s s o m m i g e a u t e u r s v indt deze verhoging van de D N A - s y n t h e s e a l l e e n 
p l a a t s w a n n e e r m a k r o f a g e n g e b r u i k t w o r d e n die d o o r th iog lycol laa t zijn ge­
s t i m u l e e r d (Lin en S t e w a r t , 1973, S tewar t et al, 1975) A n d e r e n v e r m e l d e n 
m e t of de m u i z e n w e r d e n v o o r b e h a n d e l d (Mauel en Defendí, 1971) of d ienen 
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z e t m e e l i n t r a p e r i t o n e a a l toe om m e e r m a k r o f a g e n te v e r k r i j g e n (Jacoby en 
Lee, 1969) Ook van long m a k r o f a g e n van n o r m a l e m u i z e n is b e s c h r e v e n dat 
ze g r o e i e n in aanwezighe id van g e k o n d i t i o n e e r d m e d i u m (Soder land en Naum, 
1973) C e l v r i j o n t s t e k i n g s e x s u d a a t zou hetze l fde effekt hebben a ls gekondi t io­
n e e r d m e d i u m (Wynne et al, 1975, Adolph et a l , 1975) Bij het begin van de 
ontwikkeling van c e l l u l a i r e i m m u n i t e i t worden vaak m a k r o f a g e n in m i t o s e 
w a a r g e r o m e n ( o v e r z i c h t Nelson, 1972) G e d e t a i l l e e r d o n d e r z o e k h i e r o v e r 
w e r d v e r r i c h t door N o r t h (1969) In m u i z e n die m e t L i s t e r i a m o n o c y t o g e n e s 
w e r d e n gei 'nfekteerd, s teeg het p e r c e n t a g e D N A - s y n t h e t i s e r e n d e p e r i t o n e a l e 
m a k r o f a g e n van 0,5% bij het begin van het e x p e r i m e n t tot 14% 2 dagen na de 
infektic Op dit t i jds t ip was ook een m e e t b a r e c e l l u l a i r e i m m u n i t e i t o n t s t a a n . 
Op g r o n d van b o v e n g e n o e m d e gegevens lijkt het toch wel vvaarbchijnli jk 
dat s t i m u l a t i e m e t th iog lyco l laa t het v e r m o g e n ν an m a k r o f a g e n DNA te syn­
t h e t i s e r e n en te d e l e n doet t o e n e m e n Akt iv i te i t van het D N A - s y n t h e s e p r o c e s 
in de c e l k e r n e n is mogel i jk van belang v o o r de v e r m e n i g v u l d i g i n g van v i r u s ­
sen S p e c i a a l voor D N A - v i r u s s e n die z ich binnen de k e r n v e r m e n i g v u l d i g e n , 
lijkt dit w a a r s c h i j n l i j k I n d e r d a a d is het van enkele D N A - v i r u s s e n bekend 
dat ze b e t e r g r o e i e n in aktief de lende c e l l e n ( P a r k e r et al, 1970) 
Wij hebben d a a r o m g e s p e k u l e e r d dat de o o r z a a k v o o r de s t e r k v e r h o o g d e 
ν i r u s p r o d u k t i e in met th iog lycol laa t g e s t i m u l e e r d e m a k r o f a g e n moet w o r d e n 
g e z o c h t in de g r o t e r e akt iv i te i t van het D N A - s y n t h e b e p r o c e s in deze c e l l e n On­
d e r s t e u n e n d v o o r d e z e s p e k u l a t i e is de w a a r n e m i n g dat j u i s t de p r o d u k t i e van de 
twee o n d e r z o c h t e DNA v i r u s s e n het s t e r k s t door t h i o g l y c o l l a a t w e r d verhoogd 
Om deze v e r o n d e r s t e l l i n g te t o e t s e n hebben wij een v e r g e l i j k e n d o n d e r z o e k 
g e d a a n n a a r de D N A - s y n t h e s e in kweken van m a k r o f a g e n van m u i z e n die m e t 
t h i o g l y c o l l a a t w a r e n g e s p o t e n , en van m u i z e n die a n d e r e v o o r b e h a n d e l i n g e n 
hadden o n d e r g a a n 
2 MATERLAAL EN METHODEN 
De v e r s c h i l l e n d e m a n i e r e n van s t i m u l e r e n van m a k r o f a g e n en het v e r z a ­
m e l e n van de ce l len w e r d e n in het vor ige hoofdstuk b e s c h r e v e n . De m a k r o ­
fagen w e r d e n e c h t e r op een a n d e r e wijze gekweekt, n a m e l i j k op d e k g l a a s j e s 
die g e p l a a t s t w e r d e n in p l a s t i c w e e f s e l k w e c k p l a t e n ( L i n b r o ) m e t 24 k o m m e ­
t jes m e t een d i a m e t e r van 16 m m . Dit had a l s v o o r d e e l dat we nu in s t a a t 
w a r e n om d i r e k t een a a n t a l g l a a s j e s te f ixeren en te k l e u r e n om het a a n t a l 
c e l l e n te b e p a l e n De p l a t e n w e r d e n g e l n k u b e e r d in een C O T - S I O O Î m e t 5% 
CO2 in lucht , bi j 36 0 C en 98% r e l a t i e v e vocht igheid Het m e d i u m van de 
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kweken w e r d aan d e z e o m s t a n d i g h e d e n aangepabt e r w e r d p e r l i t e r 0,56 gr 
b i c a r b o n a a t toegevoegd in p l a a t s van 0,28 g r 
T7 b a k t e r i o f a g e n en U s c h e n c h i a coli D w e r d e n in 1974 v e r k r e g e n \ a n de 
A m e r i c a n Type C u l t u r e Col lec t ion De h a k t e n e n w e r d e n gekweekt in buizen 
m e t b o u i l l o n a g a r De b a k t e r i o f a g e n w e r d e n gekweekt en g e t i t r e i rd \olgenb 
de methoden \ a n Adamb (1959) 
Η-thymidine m e t een speci f ieke aktiv i teit van 5 C i / m m o l werd b e t r o k k e n 
van het R a d i o c h e m i c a l C e n t r e ( A m e r s h a m , Hngland) 
3 FAGOCYTOSE EN INAKTIVATIE VAK T7 B A K T E R I O F A G E N DOOR THIO-
GLYCOLLAATMAKROFAGEN 
Van de T7 b a k t e r i o f a g e n werd e e r s t een g r o t e v o o r r a a d gekweekt en ge­
s t e r i l i s e e r d door m i l l i p o r e - f i l t r a t i e . De v i r u s s u s p e n b i e w e r d in k le ine p o r ­
t i e s v e r d e e l d en bij - 6 0 o C b e w a a r d om s t e e d s over ident ieke m o n s t e r s te 
kunnen b e s c h i k k e n De m a k r o f a g e n w e r d e n , zoa l s b e s c h r e v e n , op d e k g l a a s j e s 
gekweekt Steeds w e r d e n 0,5 χ 10" t h i o g l y c o l l a a t m a k r o f a g c n of 1 χ 10 m a k r o ­
fagen van n o r m a l e of op a n d e r e wij/e v o o r b e h a n d e l d e m u i z e n p e r kweek ge­
b r u i k t Aan het m e d i u m van de kweken werd a ls enig ant ib iot ikum penic i l l ine 
toegevoegd om de g r o e i van de voor s t r e p t o m y c i n e gev oelige c o l i b a k t e r . é n 
t i jdens de t i t r a t i e s van de b a k t e r i o f a a g m o n s t e r s niet te r e m m e n Na 2 uur 
w e r d e n de nie t gehechte ce l l en ve rwi jde rd Na 3 dagen werden de kweken voor 
de f agocy tosep roeven geb ru ik t 
In een aan ta l o r i ë n t e r e n d e e x p e r i m e n t e n we rden de m e e s t ge sch ik t e 
p roe foms tand igheden en t i jden van m o n s t e r n a m e onde rzoch t In de e e r s t e 
e x p e r i m e n t e n we rden 10" P F U ("plaque forming units ') T7 bakte r .ofagen per 
ku i tuur geënt Zowel de afname van de to ta le hoevee lhe id infektieus v i r u s 
pe r kweek a ls het v e r l o o p van de hoeveelheid i n t r a c e l l u l a i r v i r u s we rden g e -
me ten Hie rb i j b leek de l angzame fagocytose van het ν i r u s een p r o b l e e m te 
zijn D a a r o m w e r d e n enkele v e r a n d e r i n g e n in de m e t h o d e a a n g e b r a c h t om de 
fagocytose te b e v o r d e r e n E r w e r d 20% m e t g e l h a k t i v e e r d en zo v e r s m o g e ­
lijk k a l f s s e r u m g e b r u i k t in p l a a t s van 10% g e l h a k t i v e e r d k a l f s s e r u m . V e r d e r 
werd de s t e r k t e van het m o k u l u m v e r g r o o t , in p l a a t s van 10" b a k t e r i o f a g e n 
in 1 ml w e r d e n 20 χ 10 fagen in 0,2 ml toegediend Bovendien w e r d m p l a a t s 
van de afname van de v i r u s t i t e r in het m e d i u m de t o e n a m e van de hoevee lhe id 
i n t r a c e l l u l a i r v i r u s g e m e t e n De a d s o r p t i e - en fagocytoset i jd b e d r o e g 2 uur 
Uit v o o r p r o e v e n was geb leken dat deze p e r i o d e het m e e s t g e s c h i k t was H i e r ­
na w e r d e n de g l a a s j e s uit de weef se lkweekpla ten g e n o m e n en grondig g e w a s s e n 
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(6 m a a l in P B S - g l u c o s e ) M e t e e n na he t w a s s e n w e r d he t e e r s t e m o n s t e r ge­
n o m e n I e d e r m o n s t e r bes tond uit d r i e d e k g l a a s j e s m e t m a k r o f a g e n Vervol­
gens w e r d i e d e r uur opnieuw een m o n s t e r van d r i e g l a a s j e s g e n o m e n De 
g l a a s j e s w e r d e n in nieuw m e d i u m v o o r m a k r o f a g e n g e p l a a t s t Om het v i r u s 
uit de c e l l e n v r i j te m a k e n w e r d e n ze d r i e m a a l b e v r o r e n en ontdooid H i e r n a 
w e r d e n de m o n s t e r s g e c e n t r i f u g e e r d (10 m m 2000 rpm) om het c e l d e b r i s te 
v e r w i j d e r e n en g e t i t r e e r d op b o u i l l o n a g a r - p l a t e n m e t E coli В P e r v i r u s -
verdunning w e r d e n d r i e p l a t e n g e b r u i k t 
Met behulp van deze m e t h o d i e k hebben v. ij nu de fagocytose en innkti\ at ie 
van TT fagen g e m e t e n in kweken van m a k r o f a g e n \ an n o r m a l e en v o o r b e h a n -
delde m u i z e n Steeds w e r d e n 3 dagen-oude kweken g e b r u i k t Voor de b e r e ­
kening en w e e r g a v e van de r e s u l t a t e n is g e b r u i k g e m a a k t van de m e t h o d e n 
die door van F ü r t h en van Zwet (1973) zijn aangegeven In p l aa t s van de af-
n a m e van he t e x t r a c e l l u l a i r e v i r u s hebben wij e c h t e r de hoevee lhe id i n t r a -
c e l l u l a i r v i r u s na de adso rp t i e t i j d van 2 uur g e m t t e n Dit geeft een ie ts v e r -
tekend beeld , omdat e r geen rekening word t gehouden m e t de bak te r io fagen 
die binnen de adso rp t i e t i j d zijn ge fagocy tee rd en r e e d s geinaktiv e e r d Voor 
het g e m a k la ten we dit bui ten beschouwing De f agocy tose - index word t w e e r -
gegeven door de volgende fo rmule 
F 1 2 0 = log N 1 2 0 
waarb i j F ^ T Q ^ 0 fa-gocytose - index is over 120 minu ten die ge l i jkges te ld word t 
aan de l o g a r i t h m e van he t aan ta l infekt ieuse v i r u s p a r t i k e l s dat na 120 minu-
ten i n t r a c e l l u l a i r kan worden aangetoond 
De "ki l l ing ' index is 
K 6 0 = 1 ο δ Ν 0 - l o g N 6 0 
De " k i l l i n g " index o v e r 60 m i n u t e n w o r d t dus ge l i jkges te ld aan de l o g a r i t h m e 
van het a a n t a l i n t r a c e l l u l a i r e b a k t e r i o f a g e n op t i jds t ip 0 m i n u s de l o g a r i t h m e 
van het a a n t a l fagen op t i jds t ip 60 m i n u t e n D a a r b i j w o r d t het t i jds t ip w a a r o p 
het e e r s t e m o n s t e r w e r d g e n o m e n ( m e t e e n na het w a s s e n ) a l s t i jds t ip 0 geko­
zen De r e s u l t a t e n van deze e x p e r i m e n t e n zijn w e e r g e g e v e n m tabe l 13 Het 
g e m i d d e l d e van 6 e x p e r i m e n t e n p e r s o o r t m a k r o f a g e n is gegeven Uit de t a ­
bel bli jkt dat zowel de fagocytose a l s de m a k t i v a t i e van TV b a k t e r i o f a g e n in 
gekweekte m a k r o f a g e n door geen van de t o e g e p a s t e v o o r b e h a n d e l i n g e n s igni­
fikant w e r d e n v e r a n d e r d ten opzichte van de m a k r o f a g e n van n o r m a l e m u i z e n 
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Tabe l 13 F a g o c y t o s e en inakt ivat ie van b a k t e r i o f a a g T7 door m a k r o f a g e n 
van op v e r s c h i l l e n d e m a n i e r e n v o o r b e h a n d e l d e m u i z e n 
Voorbehandel ing 
van m u i z e n 1) 
Geen 
Thiog lyco l laa t 
BCG 
F a g o c y t o s e ' ρ ' Inakt ivat ie ' ρ 
3,41 - 1,03 
3,15 ns 0,99 ns 
2,96 ns 1,53 5 < ρ-, 10% 
' Thiog lyco l laa t w e r d i n t r a p e r i t o n e a a l toegediend, BCG twee m a a l i n t r a ­
veneus 
' F a g o c y t o s e index · F j 2 0 = l0f? ^IZO· g<-'rnl<ide%lde van 6 e x p e r i m e n t e n p e r 
voorbehande l ing s m e t h o d e 
' t - t o e t s voor twee s t e e k p r o e v e n ns geen s ignif ikant v e r s c h i l m e t n o r m a ­
le m a k r o f a g e n . ρ > 10% 
Inakt ivat ie index K¿g = log NQ - log N ^ Q 
4. DNA-SYNTHFSE DOOR THIOGLYCOLLAATMAKROFAGEN 
Ook voor de met ing van de DNA-syn these door makro fagen in v i t ro we rden 
de makro fagen op d e k g l a a s j e s gekweekt Makrofagen van muizen die m e t 
th iog lyco l laa t , endotoxine of nuch te r k a l f s s e r u m w a r e n voorbehandeld, w e r d e n 
v e r g e l e k e n . Van i e d e r e s o o r t w e r d e n 2 χ 10" en 1 χ 10 c e l l e n p e r kweek 
g e b r u i k t . Na 2 uur w e r d e n de niet g e h e c h t e c e l l e n v e r w i j d e r d D r i e dagen na 
het a a n l e g g e n van de kweken w e r d e n de c e l l e n v o o r z i e n van nieuw m e d i u m 
m e t 10% k a l f s s e r u m (in p l a a t s van 20% k a l f s s e r u m ) en m e t 10 uCi ^ H - t h y m i -
dine p e r ml Na 24 u u r w e r d e n de kweken g e w a s s e n mot P B S - g l u c o s e om de 
n i e t ingebouwde t h y m i d i n e te v e r w i j d e r e n en d a a r n a gef ixeerd m e t m e t h a n o l 
g e d u r e n d e twee m a a l 20 m i n u t e n De g l a a s j e s w e r d e n d a a r n a m e t de c e l l e n 
n a a r boven in te lpot jes g e p l a a t s t m e t 5 ml s c m t i l l a t i e v l o e i s t o f (4 g r P P O en 
0,25 g r d i m e t h y l P O P O P in 1 l i t e r to lueen) en g e d u r e n d e 5 m i n u t e n in een 
P a c k a r d T r i c a r b Sc int i l la t ion C o u n t e r g e t e l d . Van i e d e r e s o o r t m a k r o f a g e n 
w e r d e n enkele m e t g e l a b e l d e g l a a s j e s m e t G i e m s a g e k l e u r d v o o r de tel l ing 
van het a a n t a l c e l l e n . H i e r t o e w e r d e n het a a n t a l ce l len p e r g e z i c h t s v e l d en 
het a a n t a l g e z i c h t s v e l d e n p e r g l a a s j e bepaa ld bij 1000 m a a l v e r g r o t i n g . D a a r ­
na w e r d de label ing p e r 1 0 ' c e l l e n b e r e k e n d 
Uit o r i ë n t e r e n d e e x p e r i m e n t e n , v o o r a l uit de p r o e v e n me t th iog lyco l laa t -
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DNA synthesis (%) , 
\ 
0 5 10 15 2 0 хІОб 
No of cel ls/culture 
F i g u u r 18. Invloed van hot a a n t a l ce l len in een kweek van m e t t h i o g l y c o l l a a t 
g e s t i m u l e e r d e m a k r o f a g e n op de D N A - s y n t h e s e De i n k o r p o r a t i e 
van I I - t h y m i d i n e is g e m e t e n Het g e m i d d e l d e van 5 e x p e r i m e n t e n 
is w e e r g e g e v e n . De hoogste w a a r d e van i n k o r p o r a t i e van i e d e r 







m a k r o f a g e n , block dat h e r h a a l d e l i j k in k u l t u r e s m e t m e e r c e l l e n m i n d e r ·*Η-
thymidine werd ingebouwd Het kvveeksysteem b leek dus n ie t o p t i m a a l te zijn 
D a a r o m w e r d o n d e r z o c h t of het a a n t a l c e l l e n invloed had op de D N A - s y n t h e s e 
E r w e r d e n kweekjes g e m a a k t m e t v e r s c h i l l e n d e a a n t a l l e n t h i o g l y c o l l a a t m a -
k r o f a g e n Ze w e r d e n w e e r g e d u r e n d e 24 uur ge labeld In figuur 18 zijn de ge­
m i d d e l d e n van 5 van d e z e e x p e r i m e n t e n w e e r g e g e v e n , waarb i j v o o r i e d e r 
e x p e r i m e n t de m a x i m a l e m k o r p o r a t u · op 100% іь g e s t e l d Een m a x i m a l e r e s ­
pons werd v e r k r e g e n m e t 0,75 - ] χ 10D ce l len p e r kweek In de volgende 
e x p e r i m e n t e n w e r d d a a r o m s t e e d s dit a a n t a l g e b r u i k t In tabel 1 l zijn de r e ­
s u l t a t e n w e e r g e g e v e n van 4 e x p e r i m e n t e n m e t kweker, van m a k r o f a g e n van op 
v e r s c h i l l e n d e wijze v o o r b e h a n d e l d e m u i z e n De r e s u l t a t e n zijn w e e r g e g e v e n a l s 
cpm ( " c o u n t s p e r m i n u t e " ) p e r IO-' ce l len Thiog lyco l laa t en ook endotoxine 
bli jken een s ignif ikante verhoging van de D N A - s y n t h e s e in m a k r o f a g e n k w e k e n 
te v e r o o r z a k e n De i n k o r p o r a t i e van Η-thymidine is na k a l f s s e r u m i n j e k t i e 
wel verhoogd, m a a r d o o r een g r o t e spre id ing van de r e s u l t a t e n is dit v e r s c h i l 
niet s ignif ikant (10% < P < 20%, t - t o e t s v o o r twee s t e e k p r o e v e n ) 
Tabel 14 D N A - s y n t h e s e door m a k r o f a g e n van op v e r s c h i l l e n d e m a m e r e n 
v o o r b e h a n d e l d e m u i z e n 
Voorbehandel ing 
van m u i z e n ' ) 
Geen 
T h i o g l y c o l l a a t 
Endotoxine 
N u c h t e r k a l f s s e r u m 
Η-thymidine i n k o r p o r a t i e ' p 3 ) 
2 . 7 8 1 -
10 589 ρ < 1% 
6 .799 ρ < 5% 
6 333 ns 
' Thiog lyco l laa t en k a l f s s e r u m w e r d e n i n t r a p e n t o n e a a l toegediend, endo­
toxine subkutaan 
' cpm p e r 10 ce l len 
' t - t o e t s v o o r twee s t e e k p r o e v e n . Het v e r s c h i l t u s s e n de effekten van th io­
g lyco l laa t en endotoxine is niet s ignifikant (ρ > 5%) 
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5 DISKUSSIE 
7 o a l s r e e d s in de inleiding van dit hoofdstuk is o p g e m e r k t , zijn e r bijna 
geen g e g e v e n s in de l i t e r a t u u r over de invloed van s t i m u l a t i e en akt ivat ie van 
m a k r o f a g e n op de fagocytose en a fbraak van v i r u s s e n b innen de cel H i r s c h 
et al (1970) n a m e n w a a r dat in kweken van (door p r o t e o s e - p e p t o n ) g e s t i m u ­
l e e r d e m a k r o f a g e n die m e t h e r p e s s i m p l e x v i r u s w e r d e n g e l n f e k t e e r d , m i n ­
d e r " infect ive c e n t e r s ' o n t s t o n d e n dan in kweken van n o r m a l e m a k r o f a g e n . 
Hetzel fde was het geval na infektie m e t C o x s a c k i e v i r u s . V e r d e r n a m in kwe­
ken van g e s t i m u l e e r d e m a k r o f a g e n de t i t e r van C o x s a c k i e v i r u s ьпеі іег af 
dan op g r o n d van de w a r m t e - i n a k t i v a t i e k u r v e v e r w a c h t kon w o r d e n ( R a g e r -
Z i s m a n en Al l i son, 1973) In dit e x p e r i m e n t werd e c h t e r geen verge l i jk ing 
g e m a a k t m e t n o r m a l e m a k r o f a g e n K i a z i m o v a et al (1968) hebben de op­
n a m e en a f b r a a k van p o l i o v i r u s door m e t z e t m e e l g e s t i m u l e e r d e m u i z e n -
m a k r o f a g e n o n d e r z o c h t S lechts z e e r g e r i n g e h o e v e e l h e d e n infekt ieus v i r u s 
konden -na een a d s o r p t i e p e r i o d e van één uu r - i n t r a c e l l u l a i r worden t e r u g g e -
vonden m i n d e r dan 1 P F U p e r 1000 makro fagen Kölsch (1970) gebru ik te de 
bak te r io faag fd om de fagocytose en a fb raak van v i r u s door makro fagen te 
m e t e n IIij v e r m e l d t in de d i s k u s s i e dat e r voor deze p r o e v e n mu izen w e r d e n 
geb ru ik t die op oen leeftijd van 4 weken t h y m e c t o m i e hadden onde rgaan . 
Wij hadden v e r w a c h t een v e r g r o t e fagocytose door g e s t i m u l e e r d e en g e -
a k t i v e e r d e makro fagen te zul len vinden en een ve rhoogde inakt iva t ie van het 
v i r u s door g e a k t i v e e r d c makrofagen Wij vonden e c h t e r geen s ignif ikante v e r -
sch i l l en in fagocytose en i n t r a c e l l u l a i r e a fb raak van T7 fagen t u s s e n kweken 
van n o r m a l e makro fagen en van op v e r s c h e i d e n e m a n i e r e n g e s t i m u l e e r d e m a -
kro fagen Het is mogel i jk dat dit ve rband houdt m e t de g r o t e v a r i a b i l i t e i t van 
de e x p e r i m e n t e n Deze moei l i jkhe id word t ook v e r m e l d bij de f agocy tose -
e x p e n m e n t e n m e t S taphylococcus a u r e u s van Whaley en Sing (1973) Een 
tweede mogel i jkheid is dat de ak t iva t ie van makro fagen , wat een r e v e r s i b e l 
p r o c e s schi jnt te zijn, gedu rende l a n g e r e inkubat ie in v i t r o w e e r v e r l o r e n 
gaa t 
E r b leek s t eeds een ge r inge hoevee lhe id T7 b a k t e n o f a g e n te w o r d e n gefa-
gocy t ee rd Ongeveer 1600 P F U p e r ku i tuur konden na 2 uur ce lgebonden w o r -
den aangetoond De makrofagenkweken beva t t en s t e e d s ongevee r 100 000 
m a k r o f a g e n P e r 60 ce l l en was dus s l ech t s 1 P F U a a n t o o n b a a r . Bij e x p e r i -
men ten be t ref fende de i n t r a c e l l u l a i r e "k i l l ing" van h a k t e n e n v o r m d e de lage 
f agocy tose -ak t iv i t e i t in v i t r o ook s t eeds een p r o b l e e m (van F ü r t h en van 
Zwct , 1973) Omdat wij voo ra l g e ï n t e r e s s e e r d w a r e n in de fagocytose en in-
ak t iva t ie door 3 dagen-oude kweken, was he t n ie t mogel i jk om in v ivo- infek t ie 
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van de makro fagen toc te p a s s e n 
On7e bevindingen be t ref fende de DNA-syn these van t h i o g l y c o l l a a t m a k r o -
fagen 7ijn in o v e r e e n s t e m m i n g m e t de r e s u l t a t e n van Keas t en B i rn i e (1972) 
Ook zij vonden een s ignif ikante verhoging van de DNA-syn these in deze ce l l en 
v e r g e h ken me t die in n o r m a l e makro fagen Zij gebruxkten ook 3 dagen-oude 
kweken Over de r e m m i n g van de -'IJ thymidine i n k o r p o r a t i e in kweken me t 
g r o t e aan ta l l en makro fagen word t door deze a u t e u r s m e t s v e r m e l d In t egen-
s te l l ing tot van F ü r t h et al (1973) vonden wij wel een m e e t b a r e D N A - s y n t h e -
se in kweken van n o r m a l e makro fagen en ook na injektie van de mu izen me t 
k a l f s s e r u m Het effect van k a l f s s e r u m was e c h t e r niet s ignif ikant Endo toxme 
gaf wel een s ignif ikante ve rhog ing van do t h y m i d i n e - i n k o r p o r a t i e Dit komt 
ove reen met de bevindingen van Nelson (1972) die een verhoogd aan ta l m i t o s e n 
w a a r n a m ir p e r i t o n e a l e makro fagen van met endotoxme behande lde mu izen 
en met de bevindingen van Kelly en Dobson (1971) De l a a t s t g e n o e m d e a u t e u r s 
vonden dat endotoxme bij r a t t en mi to se van makro fagen in de l e v e r en de mi l t 
v e r o o r z a a k t Na lokale b e s t r a l i n g van deze o rganen t r ad e r geen mi to se op, 
m a a r w t l a k t i v e r m g Mi tose bli jkt dus m e t noodzakel i jk s a m e n te gaan me t 
ak t ive r ing van makro fagen door endotoxme 
k e n v e r k l a r i n g voor de hoge v i r u s p r o d u k t i e in t h i o g l y c o l l a a t m a k r o f a g e n 
hebben wij met behulp van de in dit hoofdstuk b e s c h r e v e n e x p e r i m e n t e n nie t 
gevonden De p roeven be t ref fende fagocytose en inakt iva t ie van v i r u s l i e ten 
geen s igni f ikante v e r s c h i l l e n z ien De verhoogde v i r u s p r o d u k t i e kan dan ook 
m e t worden t o e g e s c h r e v e n aan een s r e l l e r c fagocytose die mogel i jk g e p a a r d 
zou gaan me t een v e r t r a a g d e a fbraak van v i r u s p a r t i k c l s De e x p e r i m e n t e n 
over de DNA-syn the se geven m e e r aanwi jz ingen Door th ioglycol laa t w o r d t 
de i n k o r p o r a t i e van ^ H - t h y m i d m e signif ikant ve rhoogd ( t - t o e t s , ρ < 1%) 
Hoewel de i n k o r p o r a t i e ook door endotoxme w o r d t v e r h o o g d (p < 5%) en he t 
v e r s c h i l t u s s e n e n d o t o x m e - en t h i o g l y c o l l a a t s t i m u l a t i e n ie t s igni f ikant is , 
n e m e n wij toch aan dat de verhog ing van de D N A - s y n t h e s e door t h i o g l y c o l l a a t 
van be lang is v o o r de p r o d u k t i e van de beide g e t e s t e DNA v i r u s s e n 
Men kan zich a fvragen of e r m i s s c h i e n nog a n d e r e fys io log i sche v e r a n d e ­
r i n g e n -dan de v e r s t e r k t e f a g o c y t a i r e en m i k r o b i c i d e e i g e n s c h a p p e n en het 
v e r a n d e r d e n u k l e r n e z u u r m e t a b o l i s m e - in g e s t i m u l e e r d e of g e a k t i v e e r d e m a ­
k r o f a g e n o n t s t a a n die mogel i jk de v e r h o o g d e v i r u s p r o d u k t i e in t h i o g l y c o l l a a t ­
m a k r o f a g e n zouden kunnen v e r k l a r e n U n k e l e s s et al (1974) en Gordon et al 
(1974) wi jzen op de p r o d u k t i e en he t v r i j k o m e n van f i b r m o l y t i s c h e e n z y m e n 
uit m a k r o f a g e n Thiog lyco l laa t gaf een s t e r k e verhog ing van de f i b r m o l y t i s c h e 
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akt iv i te i t Endotoxmc, mino ra lo olio, BCG en foetaal k a l f s s e r u m gaven een 
zwakke ve rhog ing , die e c h t e r v e r g r o o t kon worden door de makro fagen bo-
\ond i en nog l a t e x p a r t i k o l s to l a ten fagocytoror. De a u t e u r s v e r o n d e r s t e l l e n 
dat de induktie van de f i b rmo ly t i s che ak t iv i te i t afhankeli jk is van p e r s i s t e n t i e 
van het ge fagocy teorde m a t e r i a a l , waa rb i j th ioglycol laa t op zich al voldoende 
voor makro fagen om o r t o o r b a r o bes t andde len bevat 
V e r d e r heeft men w a a r g e n o m e n dat e r na ak t iva t ie van makro fagen v e r -
ande r ingen in de c o l m o m b r a n o n op t reden (Hammond on Dvorak , 1972) Het 
b leek dat in de c e l m e m b r a n e n van door endotoxine g e a k t i v e e r d e makrofagen 
m v e r s t e r k t e m a t e g l u c o s a m i n e werd ge i ' nkorporee rd . Dit werd aangetoond 
door g e b r u i k te maken \ a n r ad io -ak t i e f ge labe ld g l u c o s a m i n e . Ook door an-
d e r e o n d e r z o e k e r s (Wilton et al , 1975) is deze methode met suksos toegepas t 
om de akt iva t ie \ an makro fagen kwant i ta t ief te bepa len . 
Tens lo t t e wil len we nog een a n d e r e e igenschap \ an makro fagen noemen 
die na ak t iva t ie on ts taa t , namel i jk de cy to tox ische ak t iv i te i t a l s ze in kontakt 
komen met t u m o r c e l l e n . Hibbs (1974) heeft dit in v i t r o aangetoond m e t m a -
krofagen van muizen die met BCG waren ingespoten . Door th ioglycol laa t , 
pepton of m i n e r a l e olie g e s t i m u l e e r d e makro fagen hadden volgens deze au t eu r 
geen cytocide e igenschappen , ook niet na een g r o e i p e r i o d e in s e r u m r i j k m e -
dium N o r m a l e makro fagen w a r e n in het gehee l niet cy to tox i sch . D a a r t e g e n -
over s t aan de r e s u l t a t e n van Ke i le r en J o n e s (1971) en Ke i l e r (1973). Zij von-
den dat door pepton g e s t i m u l e e r d e makrofagen van r a t t en wel cy to tox isch 
w a r e n voor t u m o r c e l l e n Al leen al door het l a n g e r e tijd kweken van n o r m a l e 
p e r i t o n e a l e makro fagen onder gewone ku l tuu rkond i t i e s we rden de ce l l en g e -
a k t i v e e r d en ve r toonden ze cy to toxische ak t iv i t e i t W a a r d o o r he t v e r s c h i l in 
r e s u l t a t e n t u s s e n de p roeven van Il ibbs en die van Ke i l e r v e r o o r z a a k t word t , 
is n ie t duidel i jk . 
Het lijkt me t waa r sch i j n l i j k dat e r een samenhang b e s t a a t t u s s e n de fi-
b r m o l y t i s c h e of aspec i f iek cy to tox ische akt iv i te i t van makro fagen en hun 
gevoel ighe id voor infektie m e t v i r u s s e n . Het is e c h t e r wel denkbaa r da t v e r -
ande r ingen in de c e l m e m b r a a n die na ak t iva t ie on t s taan , van be t eken i s zouden 
kunnen zijn De verhoogde gevoel igheid voor v i r u s s e n zou tot s tand kunnen 
komen door v e r s t e r k t e v i r u s a d s o r p t i e aan de v e r a n d e r d e c e l m e m b r a a n Wij 
hebben s l ech t s een enkel e x p e r i m e n t u i tgevoerd om de a d s o r p t i e van m u i z e n -
adenov i ru s aan g e s t i m u l e e r d e en n o r m a l e makro fagen te m e t e n . De a d s o r p t i e 
b leek in beide geva l len z e e r ge r ing te zi jn . D a a r o m hebben we geen n a d e r 
onde rzoek h i e r n a a r gedaan . 
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SAMENVATTING 
In hoofdstuk 1 word t een kor t ove rz i ch t gegeven van de l i t e r a t u u r be t ref -
fende het m o n o n u k l e a i r e fagocyten s y s t e e m en zijn ro l bij mfek t i ez iek ten 
E r word t spec i aa l aandach t be s t eed aan de ro l van de makrofaag bij de h u m o -
r a l e en c e l l u l a i r e i m m u n i t e i t E r word t op gewezen dat e r v o o r a l na infekt iös 
me t i n t r a c e l l u l a i r g r o e i e n d e m i k r o - o r g a m s m e n makro fagen m e t ve rhoogde 
m i k r o b i c i d e kapac i t c i t worden aanget rof fen Deze ce l len worden g e a k t i v e e r d e 
makro fagen genoemd De be l ang r i j k s t e e igenschappen worden b e s p r o k e n , 
evena l s de m a n i e r w a a r o p de a k t i \ a t i o tot s tand komt 
Bij \ i r u s in fek t i e s zijn de makro fagen een van de e e r s t e ce l typen die m e t 
het b innendr ingende v i r u s in kontakt komen Dit komt d o o r d a t m a k r o f a g e n o v e r -
al v e r s p r e i d in he t l i c h a a m v o o r k o m e n en de v o o r n a a m s t e l i chaamsv loe i s to f -
fen en wee f se lho l t e s bewaken Makrofagen v o r m e n een b a r r i è r e t e r b e s c h e r -
ming van de voor v i r u s s e n z e e r gevoel ige o rganen , zoa l s l e v e r en h e r s e n e n , 
t egen v i r u s p a r t i k e l s die in he t bloed t e r e c h t k o m e n De m e e s t e v i r u s s e n w o r -
den door makro fagen opgenomen en ve rn ie t igd V i r u s s e n die in s t aa t zijn om 
te on tkomen aan de ve rn ie t ig ing door makro fagen en z ich zelfs binnen deze 
ce l l en kunnen v e r m e n i g v u l d i g e n , zijn m e e s t a l z e e r v i ru l en t 
Muizenadenov i ru s ( s t a m F L ) w e r d in 1960 in de Veren igde Staten g e ï s o -
l e e r d l i e t is een p e r s i s t e r e n d v i r u s , he t kan nog twee j a a r na de infektie uit 
u r ine van mu izen worden gekweekt A n d e r e a d e n o v i r u s s e n v e r o o r z a k e n ook 
p e r s i s t e r e n d e mfekt ies Bij p r o e f d i e r e n is aangetoond dat p e r s i s t e r e n d ade -
nov i rus uit kweken van hun makro fagen kan w o r d e n g e ï s o l e e r d 
Het doel van ons onde rzoek was m e e r inz ich t te v e r k r i j g e n in de ro l van 
m a k r o f a g e · ! bi j de Pa thogenese en p e r s i s t e n t i e van v i r u s s e n Wij g e b r u i k t e n 
a l s m o d e l - s y s t e e m m u i z e n a d e n o v i r u s ( s t a m F L ) en zijn na tuur l i jke g a s t h e e r 
In hoofdstuk 2 worden p r o e v e n b e s c h r e v e n om de door ons geb ru ik t m u i -
z e n a d e n o v i r u s s t a m te z u i v e r e n van k o n t a m m e r e n d e v i r u s s e n Met dit oog-
m e r k hebben wij het v i r u s d r i e m a a l in t e r m i n a l e ve rdunn ingen g e p a s s e e r d 
De p a s s a g e s w e r d e n u i tgevoerd in de continue cel l i jn L929 die van de mu i s 
afkomst ig is Uit e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h onde rzoek b l eek dat het op 
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deze wijze g e z u i v e r d e v i r u s de typ ische a d e n o v i r u s - m o r f o l o g i e beza t . 
Vervo lgens worden p roeven b e s c h r e v e n om een gevoel ige en r e p r o d u c e e r -
b a r e t i t r a t i e m e t h o d e voor m u i z e n a d c n o v i r u s te ontwikkelen De immunof luo-
r e s c e r e n d e co l - t e l l ing werd aangepas t voor de t i t r a t i e van adenov i ru s in 
L929- ce l l en . Deze methode werd v e r g e l e k e n met de e indpun t t i t r a t i e m buizen 
D a a r de i m m u n o f l u o r e s c e n t i e t i t r a t i e m i n d e r gevoel ig b leek te zijn, hebben we 
v e r s c h i l l e n d e p roe foms tand ighoden opnieuw onde rzoch t . C e l e x t r a k t e n bleken 
een s t e r k r e m m e n d e invloed te hebben op de gevoel igheid van de t e s t . Dit 
hmg samen me t de lange a d s o r p t i e p e r i o d e die noodzakel i jk was Omdat het 
v i r u s in de m e e s t e p roeven niet kon worden verdund en onverdunde v i r u s -
s u s p e n s i e vee l c e l e x t r a k t beva t t e , was de enige uitweg de a d s o r p t i e p e r i o d e 
d r a s t i s c h te v e r k o r t e n Om toch een efficiënte a d s o r p t i e te b e w e r k s t e l l i g e n 
w e r d e n de ce l len me t v i r u s m o k u l u m t i jdens de ( k o r t e r e ) a d s o r p t i e p e r i o d e bij 
hoge snelheid gecen t r i f ugee rd in een u l t r acen t r i fuge Wij hebben onderzoek 
gedaan n a a r de op t imale omstand igheden voor deze t i t r a t i e t e c h n i e k . V e r d e r 
w e r d de r e p r o d u c e e r b a a r h e i d van de cen t r i fugemethode bepaa ld evena l s de 
l i n e a r i t e i t van de d o s i s - w e r k i n g s r e l a t i e 
In hoofdstuk 3 worden e x p e r i m e n t e n b e s c h r e v e n die w e r d e n u i tgevoerd om 
na te gaan of m u i z e n a d c n o v i r u s zich in v i t r o in makrofagen kan v e r m e n i g v u l -
digen Makrofagen van n o r m a l e en me t th iog lyco l laa t g e s t i m u l e e r d e mu izen 
w e r d e n gebru ik t Op v e r s c h i l l e n d e t i jds t ippen na v i ru sen t ing we rden de t i t e r s 
van het v i r u s bepaa ld . S t imula t i e door th iog lycol laa t w e r d t oegepas t omdat 
op deze wijze m e e r makro fagen kunnen worden v e r k r e g e n a ls gevolg van de 
i n t r a p e r i t o n e a l e i r r i t a t i e door deze stof Kr we rden opval lende v e r s c h i l l e n 
in v i r u s v e r m e n i g v u l d i g i n g gevonden t u s s e n kweken van n o r m a l e makro fagen 
en die van met th ioglycol laa t g e s t i m u l e e r d e mu izen De t i t e r s van adenov i rus 
w a r e n vee l hoge r ir. de g e s t i m u l e e r d e m a k r o f a g e n . Om na te gaan of he t effekt 
van th iog lycol laa t specif iek was voor m u i z e n a d e n o v i r u s hebben we s o o r t g e -
lijke p roeven v e r r i c h t me t twee a n d e r e m u i z e v i r u s s e n , name l i j k Polyoma-
v i r u s en m u i z e n h e p a t i t i s v i r u s . Ook Po lyomav i rus en in m i n d e r e m a t e m u i z e n -
h e p a t i t i s v i r u s g roe iden b e t e r in g e s t i m u l e e r d e makro fagen . 
Wij hebben v e r v o l g e n s onderzoch t of de v i r u s p r o d u k t i e in makro fagen op 
a n d e r e wijze kan worden beïnvloed. Uit de l i t e r a t u u r is het bekend dat m a k r o -
fagen van muizen in vivo op v e r s c h i l l e n d e m a n i e r e n kunnen w o r d e n g e a k t i -
v e e r d . Enkele methoden om makro fagen te a k t i v e r e n w e r d e n door ons t oege -
pas t , namel i jk he t opwekken van een c h r o n i s c h e Toxop la sma mfekt ic , h e r -
haa lde vacc ina t i e m e t BCG en behandel ing m e t endotoxine . Ook w e r d e n m u i -
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zen g e s t i m u l e e r d door i n t r a p e r i t o n e a l e toediening van s e r u m van p a s g e b o r e n 
k a l v e r e n Na de behandel ing w e r d e n pe r i t onea l e makro fagen geoogs t en w e r d 
in v i t r o onde rzoek gedaan n a a r de v i r u s p r o d u k t i e in deze ce l l en Het b leek 
dat geen van de behande l ingsme thoden effekt had op de produkt ie van adeno-
v i r u s in makro fagen Wij hebben v e r d e r onde rzoch t of de gevoel igheid van 
makro fagen voor adenov i ru s en Po lyomav i rus v e r a n d e r d e t i jdens akute mfek-
tie van mu izen m e t een van deze v i r u s s e n of door een p e r s i s t e r e n d e infektie 
met a d e n o v i r u s Dit was niet he t geval Injektie van th iog lycol laa t bij mu izen 
m e t een p e r s i s t e r e n d e adenov i rus in fek t i e v e r o o r z a a k t e wel w e e r een v e r -
s t e r k t e v i r u s p r o d u k t i e in makro fagen van deze d i e r e n Dus ' i m m u n e " m a k r o -
fagen v e r s c h i l d e n niet van n o r m a l e makro fagen wat be t re f t de v e r m e n i g v u l -
diging van a d e n o v i r u s . 
In hoofdstuk 4 worden p roeven b e s c h r e v e n om na te gaan welke e igen-
schappen van m e t th iog lycol laa t g e s t i m u l e e r d e makro fagen ve rband zouden 
kunnen houden me t de ve rhoogde v i r u s p r o d u k t i e We onde rzoch ten op de e e r -
s te p l aa t s he t v e r m o g e n van g e s t i m u l e e r d e makro fagen tot fagocytose en in-
ak t iva t i e van T7 bak te r io fagen Voor deze p r o e v e n werden b a k t e n o f a g e n g e -
b r u i k t omdat bak te r io fagen goed o m s c h r e v e n p a r t i k e l s zijn die zich niet in 
makro fagen verm<_nigvuldigen en ook m e t door w a r m t e worden gei 'nakt iveerd 
t i jdens de e x p e r i m e n t e n V e r d e r kan het aan ta l dee l t j es gemakke l i jk worden 
bepaa ld door midde l van een plaque t e s t op gevoel ige b a k t e r i ë n Wij zijn e r 
n ie t in g e s l a a g d om s t a t i s t i s c h s ignif ikante v e r s c h i l l e n aan te tonen t u s s e n 
m a k r o f a g e n van m e t th iog lyco l laa t g e s t i m u l e e r d e mu izen en makro fagen van 
n o r m a l e of op a n d e r e wijze voorbehandc lde muizen wat be t r e f t de fago-
cy tose en inakt iva t ie van bak te r io fagen Wij hebben v e r v o l g e n s onde rzoek g e -
daan n a a r de DNA-syn these in kweken van makro fagen De DNA-syn these 
w e r d g e m e t e n door de i n k o r p o r a t i e van ^H- thymid ine te m e t e n Het b leek 
dat deze i n k o r p o r a t i e in me t th iog lyco l laa t g e s t i m u l e e r d e makro fagen v e r -
hoogd was in ve rge l i jk ing me t die in n o r m a l e makro fagen Makrofagen van 
m e t endotoxine behande lde muizen toonden ook een ve rhoogde D N A -sy n th e se 
De DNA-s yn the s e van th iog lyco l l aa tmakro fagen was w e l i s w a a r hoge r dan die 
van makro fagen van m e t endotoxine behandelde muizen , m a a r he t v e r s c h i l 
was nie t s ignif ikant Toch zou de DNA-syn these een be langr i jke faktor kunnen 
zijn bij de toeneming van de v i r u s v e r m e n i g v u l d i g i n g m makro fagen In enkele 
medede l i ngen in de l i t e r a t u u r is e r op gewezen dat s o m m i g e v i r u s s e n b e t e r 
g r o e i e n in aktief de lende en D N A - s y n t h e t i s e r e n d e ce l l en dan in r u s t e n d e ce l -
len 
Ook a n d e r e e igenschappen van g e s t i m u l e e r d e makro fagen zouden van 
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belang kunnen zijn voor de v i r u s v e r m e n i g v u l d i g i n g in deze ce l len , zoa l s de 
toes tand van de c e l m e m b r a n e n . Men heeft - d o o r bepal ing van de inbouw van 
g l u c o s a m i n e - w a a r g e n o m e n , dat er onder invloed van s t imu la t i e en ak t iva t ie 
v e r a n d e r i n g e n in de m e m b r a n e n voo rkomen . Het is mogel i jk dat de m a k r o -
fagen ten gevolge h i e rvan gevoe l i ge r worden voor v i r u s i n f e k t i e s . Tot nu toe 
lijkt de ve rhoogde DNA-syn the se de enige faktor die een v e r k l a r i n g kan 
v o r m e n voor de hoge t i t e r s van s o m m i g e v i r u s s e n in kweken van me t th io-
g lyco l l aa t g e s t i m u l e e r d e makrofagen . 
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SUMMARY 
C h a p t e r 1 r e v i e w s br ie f ly the l i t e r a t u r e on the m o n o n u c l e a r phagocyte 
s y s t e m and its ro l e in infect ious d i s e a s e s Spi c ia l a t ten t ion is paid to the 
p a r t played by the m a c r o p h a g e s in h u m o r a l and c e l l - m e d i a t e d immuni ty It 
is pointed out that m a c r o p h a g e s with an enhanced m i c r o b i c i d a l capac i ty a r e 
expec ia l ly found af ter infectiono with m t r a c e l l u l a rJy g r o w n g m i c r o -
o r g a n i b m s These c e l l s a r e cal led ac t iva ted m a c r o p h a g e s The i r m o s t 
impor t an t c h a r a c t e r i s t i c s a r e d i s c u s s e d as wel l a s the m e c h a n i s m of t he i r 
ac t iva t ion 
In v i r u s infect ions the m a c r o p h a g e s a r e among the f i r s t ce l l s to m e e t the 
invading v i r i o n s as they a r e found w i d e s p r e a d in the body and a r e gua rd ing 
the p r i n c i p a l body fluids and cav i t i e s M a c r o p h a g e s form a b a r r i e r to p r o t e c t 
the m o r e s ens i t i ve o r g a n s such a s the l i v e r and the b r a i n f rom v i r u s p a r t i c l e s 
m the blood s t r e a m Most v i r u s e s a r e engulfed and d e s t r o y e d by the m a c r o -
phages Those v i r u s e s capable of escap ing the de s t roy ing m e c h a n i s m s of 
the m a c r o p h a g e s and even mul t ip lying within t he se c e l l s a r e usual ly v e r y 
v i r u l e n t 
Mouse a d e n o v i r u s , s t r a i n F L , i so la t ed in the U .S A in 1960, is one of 
the a d e n o v i r u s e s known to cause p e r s i s t e n t infect ions Even two y e a r s a f te r 
infection it h a s been found in the ur ine of m i c e In a n i m a l e x p e r i m e n t s 
p e r s i s t e n t a d e n o v i r u s e s have been i so la ted f rom m a c r o p h a g e c u l t u r e s . 
The p u r p o s e of our inves t iga t ions was to i n c r e a s e the knowledge of the 
r o l e of the m a c r o p h a g e s in the pa thogenes i s and in the p e r s i s t e n c e of v i r u s 
infec t ions We used the mouse adenov i ru s s t r a i n F L and i ts n a t u r a l hos t a s 
a mode l in our e x p e r i m e n t s . 
In c h a p t e r 2 we d e s c r i b e the me thods used to purify our m o u s e a d e n o v i r u s 
s t r a i n f rom con tamina t ing v i r u s e s To ach ieve th is we made t h r e e t e r m i n a l 
d i lu t ion p a s s a g e s of the v i r u s in the cont inuous cel l l ine L929 which is of 
m o u s e o r ig in E l e c t r o n m i c r o s c o p y showed the pur i f ied v i r u s to have the 
typ ica l a d e n o v i r u s morpho logy 
In addi t ion, e x p e r i m e n t s a r e d e s c r i b e d to deve lop a s e n s i t i v e and r e p r o -
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duciblc' t i t r a t i o n mt'thod for т о и ь с a d e n o v i r u s The i m m u n o f l u o r c s c c n t ce l l 
counting p r o c e d u r e was adapted to thi t i t r a t i o n of a d e n o v i r u s in L929 ce l l s 
This method w.ib c o m p a r e d with the tube di lut ion method for v i r a l t i t r a t i o n s . 
Bi c a u s e the immunof luorc s c e n c i t i t r a t i o n pro\ ed to be l e s s s e n s i t i v e we 
r e - e x a m i n e d s e v e r a l i x p e r i m e n t . i l c o n d i t i o r s Cel l e x t r a c t s a p p e a r e d to 
have a m a r k e d l y inhibi tory effi ct on the s e n s i t i v i t y of the t e s t This was 
a s s o c i a t e d with the long a d s o r p t i o n p e r i o d s which w e r e n e c e s s a r y . B e c a u s e 
in m o s t e x p e r i m e n t s the v i r u s s u s p e n s i o n s could not be di luted and conta ined 
much ce l l e x t r a c t , the a d s o r p t i o n p e r i o d had to be s h o r t e n e d d r a s t i c a l l y . To 
achieve an efficient a d s o r p t i o n yet, the c e l l s and the v i r u s inoculum w e r e 
centr i fuged at high .speed dur ing the a d s o r p t i o n p e r i o d We c a r r i e d out 
e x p e r i m e n t s to find the opt imal condi t ions for this t i t r a t i o n t e c h n i q u e . F u r t h e r ­
more., we d e t e r m i n i d the r e p r o d u c i b i l i t y of the centr i fuge method and the 
l i n e a r i t y of thi dosi - π s p o n s i curv i 
In c h a p t e r 3 e x p e r i m e n t s a r i d e s c r i b i d to d e t e r m i n i · w h e t h e r m o u s e 
adi nov i rus can mul t ip ly in m a c r o p h a g e s in v i t r o M a c r o p h a g e s of n o r m a l 
and of th iog lycol la te s t i m u l a t e d m i c i w e r e used At di f ferent i n t e r v a l s a f ter 
inocula t ion \ i r u s t i t r a t i o n s w i n t a r r i e d out S t imula t ion with th iog lycol la te 
was used as in th»b way m o r e m a c r o p h a g e s can be obtained b e c a u s e of the 
i n t r a p e r i t o n e a l i r r i t a t i o n by this compound. M a r k e d d i f f e r e n c e s w e r e found 
between v i r u s m u l t i p l i c a t i o n in m a c r o p h a g e c u l t u r e s of n o r m a l and of 
th iog lycol la t t s t i m u l a t e d mici Thi t i l i r s of adi n o v i r u s w e r e much h i g h e r 
m the l a t t e r To sei if the th iog lycol la te effect was speci f ic for m o u s e 
adi n o v i r u s wi did s i m i l a r ι xpi r i m e n t s with two o t h e r m o u s e v i r u s e s : 
P o l y o m a v i r u s and mous i h e p a t i t i s v i r u s P o l y o m a v i r u s and to a l e s s e r 
extent m o u s e h e p a t i t i s v i r u s g r e w a l s o b e t t o r in s t i m u l a t e d m a c r o p h a g e s 
In f u r t h e r e x p e r i m i n t s we e x a m i n e d if v i r u s p r o d u c t i o n in m a c r o p h a g e s 
could bi influenced o t h e r w i s e F r o m the l i t e r a t u r e it is known that m o u s e 
m a c r o p h a g e s in vivo can be ac l iva t i d in s e v e r a l ways Λ n u m b e r of m e t h o d s 
for m a c r o p h a g e a c t i v a t i o n w e r e appl ied, such as inducing a c h r o n i c Toxo­
p l a s m a infection, vacc inat ing r e p e a t e d l y with BCG and injecting b a c t e r i a l 
e n d o t o x i n s . Mice w e r e a l s o t r e a t e d by a d m i n i s t e r i n g newborn calf s e r u m 
m t r a p e n t o n c a l l y . After t h e s e t r e a t m e n t s m a c r o p h a g e s w e r e h a r v e s t e d f rom 
the p e r i t o n e a l cavity and v i r u s p r o d u c t i o n in t h e s e c e l l s was e x a m i n e d in 
v i t r o None of the t r e a t m e n t s a p p e a r e d to have any effect on the p r o d u c t i o n 
of a d e n o v i r u s in m a c r o p h a g e s We e x a m i n e d then if the s e n s i t i v i t y of m a c r o ­
p h a g e s for a d e n o v i r u s and P o l y o m a v i r u s changed dur ing a c u t e infect ions of 
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m i c e with one of t he se v i r u s e s or dur ing a p e r s i s t e n t a d e n o v i r u s infection 
No changes w e r e found A d m i n i s t r a t i o n of th iog lycol la te to m i c e with 
p e r s i s t e n t adenov i ru s infect ions though, c aused an enhanced v i r u s p roduc t ion 
in the m a c r o p h a g e s of these a n i m a l s T h e r e f o r e " i m m u n e " m a c r o p h a g e s did 
not differ f rom n o r m a l ones with r e g a r d to a d e n o v i r u s mul t ip l i ca t ion 
In c h a p t e r 4 we d e s c r i b e e x p e r i m e n t s to see which p r o p e r t i e s of th iogly-
co l la te s t imu la t ed m a c r o p h a g e s might be a s s o c i a t e d with the enhanced v i r u s 
mu l t i p l i ca t ion within t h e s e ce l l s In the f i r s t place we inves t iga ted the ca -
paci ty of s t imu la t ed m a c r o p h a g e s to phagocyt ize and inac t iva te T7 b a c t e r i o -
phages We used b a c t e r i o p h a g e s for t h e s e e x p e r i m e n t s b e c a u s e they a r e wel l 
known p a r t i c l e s which do not mult iply in m a c r o p h a g e s no r a r e they t h e r m i c a l l y 
inac t iva ted during the e x p e r i m e n t s They a r e a l s o eas i ly counted in p laque 
t e s t s on s ens i t i ve b a c t e r i a With r e g a r d to t h e i r capac i ty to phagocyt ize and 
inac t iva te b a c t e r i o p h a g e s we did not find any s igni f icant d i f f e rences be tween 
m a c r o p h a g e s of th ioglycol la te s t imu la t ed m i c e and m a c r o p h a g e s of o t h e r w i s e 
t i c a t e d or n o r m a l m i c e 
The next s t ep was to e x a m i n e the DNA s y n t h e s i s in m a c r o p h a g e c u l t u r e s 
by m e a s u r i n g the i nco rpo ra t i on of t r i t i a t e d thymidine The i n c o r p o r a t i o n in 
th iog lyco l l a te s t imu la t ed m a c r o p h a g e s was h i g h e r than in n o r m a l m a c r o p h a -
g e s M a c r o p h a g e s of endotoxin t r e a t e d m i c e a l s o showed an i n c r e a s e d DNA 
s y n t h e s i s Although th iog lycol la te s t imu la t ed m a c r o p h a g e s syn thes i zed m o r e 
DNA than those of endotoxin t r e a t e d m i c e , the d i f fe rence was not s igni f icant . 
N e v e r t h e l e s s , DNA s y n t h e s i s might be an i m p o r t a n t fac tor in i n c r e a s i n g the 
mu l t i p l i ca t ion of v i r u s e s in m a c r o p h a g e s It has been r e p o r t e d that some 
v i r u s e s mul t ip ly b e t t e r in ac t ive ly growing and DNA syn thes iz ing ce l l s than 
in r e s t i n g ones 
Other p r o p e r t i e s of s t i m u l a t e d m a c r o p h a g e s might a l s o be of i m p o r t a n c e 
for the v i r u s mul t ip l i ca t ion in t h e s e c e l l s such as the condi t ion of the ce l l 
m e m b r a n e s It h a s been obse rved , by m e a s u r i n g g l u c o s a m i n e i n c o r p o r a t i o n , 
that changes occur in the m e m b r a n e s a f te r ce l l s t imu la t i on and ac t iva t ion 
The ce l l s migh t b e c o m e m o r e s ens i t i ve to v i r u s infect ions as a r e s u l t 
So far the i n c r e a s e d DNA s y n t h e s i s s e e m s to be the only fac to r which 
migh t explain the high t i t e r s of some v i r u s e s in c u l t u r e s of th iog lyco l la te 
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CURRICUI.UM ІТЛЕ 
De s c h r i j v e r лп dit p r o e f s c h r i f t werd g e b o r e n te Uden op 22 n o v e m b e r 
1944 
Van 1156 tot 1960 b e z o c h t hij hL't Ti tus B r a n d s m a Lyceum te Oss en 
vanaf 1960 het M g r . Zwi j sencol lege te Veghel, w a a r hij m 1963 het d i p l o m a 
hbs В b e h a a l d e 
De m i l i t a i r e d i e n s t p l i c h t werd vervuld van f e b r u a r i 1964 tot a u g u s t u s 1965 
bij de I n f a n t e r i e , aanvankel i jk in M a a s t r i c h t , l a t e r in O i r s c h o t . 
In 1965 w e r d hij i n g e s c h r e v e n als s tudent aan de Kathol ieke U n i v e r s i t e i t 
te Ni jmegen K a n d i d a a t s e x a m e n Biologie oktober 1968 D o k t o r a a l e x a m e n · 
m a a r t 1971 Hoofdvak Zoölogie (Chemische Embryo log ie ) bij P ro f Dr . J M 
Denucé . Bijvakken Medische Microbio log ie bij P ro f Dr J van der Veen 
(op het L a b o r a t o r i u m \ oor Medische P a r a s i t o l o g u ) en Gene t i ca bij Prof . Dr 
S J G e e r t s 
Vanaf 1с)71 is hij w e r k z a a m als w e t e n s c h a p p e l i j k m e d e w e r k e r aan het 
Inst i tuut v o o r M e d i s c h e Microb io log ie (Hoofd Prof . Dr . J van d e r Veen) te 
N i j m e g e n . 
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S T E L L I N G E N 
I 
De P H A - r e s p o n s van k o m j n e l e u k o c y t e n is v e r l a a g d na mfektie of 
v a c c i n a t i e m e t r u b e l l a v i r u s De opvatt ing van Cappel , dat deze v e r l a ­
ging v e r o o r z a a k t w o r d t door p e r s i s t e n t i e van het v i r u s in lymfocyten, 
w o r d t door zijn e x p e r i m e n t e n n ie t beves t igd 
Cappel , 1975 A r c h Virol 47 375 
II 
Het effekt van de toediening van s i l i c a a t p a r t i k e l s op het v e r l o o p van 
e x p e r i m e n t e l e v i r u s m f e k t i e s mag n ie t u i t s lu i tend w o r d e n t o e g e s c h r e ­
ven aan de b e s c h a d i g i n g van m a k r o f a g e n . 
DuBuy, 1975 Inf I m m u n Π_ 996 
III 
De konklus ie van Hurd en Heath, dat cyc lofos famide een b e s c h e r m e n d 
effekt zou hebben bij toediening яп hoge k o n c e n t r a t i e s v i r u l e n t mflu-
e n z a v i r u s , is op zijn m i n s t v o o r b a r i g 
Hurd and Heath, 19 75 Inf I m m u n _П 886 
IV 
Voor de d e s e n s i b i l i s a t i e van p e r s o n e n m e t een a l l e r g i e v o o r b i j e s t e k e n 
v e r d i e n t het g e b r u i k van het v e r d u n d e gif de v o o r k e u r b o \ e n dat van 
een e x t r a k t van he le bi jen. 
L i c h t e n s t e i n , Valent ine and Sobotka, 
1974 N Engl J Med 290 1223 
B u s s e , Reed, L i c h t e n s t e i n and R e i s m a n , 
1975 J Am Med A s s 2ЛЪ 1154 
V 
Een z w e m v e r b o d v o o r w a t e r , w a a r i n vogels w e r d e n aangetrof fen die 
door b o t u l i s m e g e s t o r v e n zijn, is onnodig 

VI 
Nef ropa th ieén bij m a l a r i a kunnen in twee v o r m e n worden o n d e r s c h e i -
den een akute v o r m die voo rkomt bij e rnb t ige Ρ f a l c i p a r u m p a r a -
s i t a e m i e ë n en die een on t s t aanswi jze heeft analoog aan de nef ropa th ie 
bi j s e r u m z i e k t e , en een c h r o n i s c h e v o r m die inc iden tee l on t s t aa t bij 
l angdur ige Ρ m a l a r i a e mfekt ies en w a a r b i j a u t o - i m m u n e m e c h a ­
n i s m e n mogel i jk een r o l spe len 
VII 
Het belang v a n k l i n i s c h v i r o l o g i s c h o n d e r z o e k w o r d t v e r g r o o t , n a a r ­
m a t e e r m e e r t e c h n i e k e n b e s c h i k b a a r k o m e n die een sne l le d i a g n o s e 
mogel i jk m a k e n 
VIII 
Het is wense l i jk dat in v i r o l o g i s c h e pub l ika t ie s het g e b r u i k t e v i r u s -
m a t e r i a a l го vol ledig mogel i jk w o r d t g e d e f i n i e e r d , v e r m e l d i n g van de 
p a s s a g e f o r m u l e is d a a r t o e het m e e s t g e s c h i k t 
IX 
De s t a t i s t i s c h e v e r w e r k i n g van w a a r n e m i n g s r e s u l t a t e n is h e l a a s nog 
s t e e d s voor vele m e d i s c h - b i o l o g i s c h e o n d e r z o e k e r s een onbekend 
t e r r e i n 
X 
Alleen k a t t e n l i e f h e b b e r s die tegel i jk m e n s e n h a t e r s zijn, l a t e n hun 
t r o e t e l d i e r e n 's n a c h t s hun liefde u i t s c h r e e u w e n in een d ichtbevolkte 
woonwijk 
F W A H e e s s e n Ni jmegen, 30 oktober 1975 


